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Los modelos desmielinización son herramientas útiles en el estudio de nuevas terapias aplicables a 
enfermedades desmielinizantes. El modelo inducido por intoxicación con CPZ es altamente 
reproducible, simple y de baja mortalidad. Nos propusimos estudiar los mecanismos que controlan la 
viabilidad y la diferenciación oligodendroglial, y que conducen a la desmielinización utilizando este 
modelo. Nuestros resultados muestran que la desmielinización y muerte de OLGs maduros inducida por 
CPZ es mediada por la producción de citoquinas pro-inflamatorias desde la microglia, con disfunción de 
la cadena respiratoria mitocondrial y generación de EROs. Así, animales transgénicos expresando EGFP 
bajo el promotor de CNPasa presentan una hipomielinización basal y una mayor susceptibilidad a la 
desmielinización con CPZ debida a la alta expresión de EGFP que lleva al estrés oxidativo y la apoptosis 
de los OLGs maduros. En concordancia, la inhibición parcial de la actividad del proteasoma mejora la 
remielinización, disminuye en el reclutamiento de microglia y la activación de NFκB recuperando la 
actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. Finalmente, nuestros resultados muestran a Gal-3 como 
una nueva molécula secretada desde la microglia, capaz de inducir diferenciación oligodendroglial y de 
modular la mielinización y la respuesta a la desmielinización. En conclusión, podemos afirmar  que la 
viabilidad y la diferenciación oligodendroglial dependen de la producción de radicales libres así como de 
la presencia de mediadores provenientes de la microglia. 
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Demyelination models have proven useful tools in the assessment of new therapies to target 
demyelinating disorders. Among these models, cuprizone (CPZ) intoxication is simple and highly 
reproducible and renders low mortality levels. The aim of the present study was to use the CPZ model 
to analyze the mechanisms underlying oligodendrocyte (OLG) viability and differentiation and leading to 
demyelination. Results show that CPZ-induced demyelination and mature OLG death are mediated by 
microglial production of pro-inflammatory cytokines, a dysfunction in the mithochondrial respiratory 
chain and the generation of reactive oxygen species (ROS). Therefore, transgenic animals expressing 
EGFP under the CNPase promoter exhibit basal hypomyelination and greater susceptibility to CPZ-
induced demyelination, as high EGFP expression leads to oxidative stress and mature OLG apoptotic 
death. As a consequence, partial inhibition of proteasome activity enhances remyelination, reduces 
microglial recruitment and NFκB activation, thus producing a recovery in the mitochondrial respiratory 
chain. Finally, our results also show Gal-3 to be secreted by microglia, to induce OLG differentiation 
and to modulate myelination and the response to demyelination. It may be therefore concluded that 
OLG viability and differentiation are affected by the production of free radicals and the presence of 
microglia-secreted factors.   
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CNTF: Factor neurotrófico ciliar 
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EAE: Encefalitis alérgica experimental 
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FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 
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ODC: Células Oligodendrogliales Diferenciadas 
OLG: Oligodendrocito 
ON: Óxido Nítrico 
OPC: Células Progenitoras Oligodendrogliales 
PLP: Proteína del Proteolípido  
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La viabilidad y la diferenciación oligodendroglial dependen tanto de la producción de 




Estudiar los mecanismos que controlan la viabilidad y la diferenciación oligodendroglial, 
y que conducen a la desmielinización en el modelo de intoxicación con cuprizona, para contar 
con mejores herramientas en el diseño de nuevas terapias aplicables a enfermedades 
desmielinizantes como la Esclerosis Múltiple. 
 
Objetivos específicos: 
1. Dilucidar el mecanismo que lleva a la desmielinización inducida por cuprizona. 
2. Evaluar las consecuencias de una disminución en la actividad del proteasoma en la 
regulación de la respuesta celular a la desmielinización inducida por intoxicación con 
cuprizona y en el período de remielinización. 
3. Estudiar la respuesta celular frente a una injuria desmielinizante en un animal transgénico 
que expresa EGFP bajo el promotor de CNPasa y su comparación frente a aquella obtenida 
en un animal salvaje. 





























1.  El Sistema Nervioso Central. 
El sistema nervioso (SNC) está constituido por el encéfalo (tronco del encéfalo, cerebelo, 
diencéfalo, telencéfalo o cerebro) y la médula espinal. Los tejidos que lo conforman, se encuentran 
protegidos por las meninges (piamadre, aracnoides y duramadre) y estructuras óseas. Es un sistema 
extremadamente complejo cuya función es la de percibir el mundo exterior y generar y transmitir 
impulsos nerviosos a todo el organismo mediante tres tipos de funciones: sensitivas, integradoras y 
motoras. Además,  el SNC,  cuenta con una protección adicional, a nivel vascular, que se conforma por 
un entramado celular, conocido como la barrera hemato-encefálica. 
 
1.1.  Tipos celulares del SNC. 
El SNC está compuesto por tres tipos celulares: las neuronas, las células de la glía o neuroglia y 
las células vasculares (Figura 1). La citoarquitectura del SNC y la disposición celular, dan lugar a la 
formación de la sustancia gris y blanca. La sustancia gris está constituida por los somas de las neuronas, 
las dendritas de éstas y las fibras nerviosas amielínicas. La sustancia blanca se conforma por los axones 
neuronales mielinizados. 
El origen embrionario de las células de la glía da lugar a una clasificación: a) la macroglía 
(oligodendrocitos y astrocitos), que al igual que las neuronas tiene un origen neuroectodérmico y b) las 
células de la microglía se generan en la capa germinal embrionaria mesodérmica y provienen del tejido 
mieloide del sistema inmune que coloniza el SNC durante el desarrollo. Existen otras células 
macrogliales minoritarias como las células de la glía radial, los tanicitos, la glía pituitaria, la glía 





Figura 1: Interacción de las células del Sistema Nervioso Central. Las neuronas se esquematizan con sus dendritas, su 
soma y su axón. Los oligodendrocitos con su pequeño soma y sus numerosas prolongaciones de membrana plasmática que 
recubren los axones denominadas vainas de mielina. Los astrocitos con sus numerosos procesos que interactúan con otras 
células, con el Nodo de Ranvier del axón neuronal, la región sináptica formando la sinapsis tripartita y el epéndimo, como 
componente de la barrera hematoencefálica. Las células de la microglía, en marrón, representantes del sistema inmune en el 
SNC (Allen, N.J. y Barres B.A. 2009. Glia, more than just brain Neuroscience 457: 675–glue. Nature 7). 
 
1.2.  Neuronas.  
Las neuronas son las células excitables especializadas para la recepción y la conducción del 
impulso nervioso; están constituídas por las neuritas (extensiones aferentes), un soma y un axón 
(extensión eferente). El establecimiento de la polaridad dendrítico-axonal es un punto clave en el 
desarrollo del Sistema Nervioso. Sin embargo, existen en el cerebro adulto nichos de células madre 
(pluripotentes) que continuamente generan neuronas en la zona subventricular (SVZ) y el giro dentado 
del hipocampo (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009), así como también células madres dispersas por otras 
regiones. Las células gliales colaboran activamente en ambas regiones donde residen los nichos de células 
neurales pluripontentes para que se pueda dar esa neurogénesis en etapas adultas, por ejemplo, los 
astrocitos sirven como células precursoras de glia radial, creando un microambiente permisivo para la 
neurogénesis (Morrens y col. 2012). Las neuronas pueden clasificarse de acuerdo a su función, su 
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ubicación en el SNC, su estructura celular, las moléculas que sintetizan y expresan. Se las puede 
identificar por sus componentes del citoesqueleto, como los filamentos intermedios (neurofilamentos de 
alto peso molecular), los microtúbulos (β-III tubulina) o las proteínas asociadas al citoesqueleto, así 
como también sus receptores y neurotransmisores. 
 
1.3  Células gliales 
Las células gliales constituyen la amplia mayoría de las células en el SNC. A pesar de su número y 
su rol durante el desarrollo, de su activa participación en la fisiología del cerebro  y de las consecuencias 
de su disfunción en las patologías del SNC, su estudio solo se ha visto enfatizado en los últimos años. 
Rudolph Virchow (1858) fue el primero en describir la presencia de células diferentes a las neuronas, a 
las que denominó neuroglía y a las que les asignó funciones de soporte mecánico y de reparación del 
tejido. El nombre ha sobrevivido pero el concepto inicial se ha modificado radicalmente. 
La caracterización de los principales tipos de células gliales fue el resultado de estudios 
microscópicos, especialmente mediante el uso de técnicas de impregnación con metales desarrolladas 
por Santiago Ramón y Cajal y Pío del Río Ortega. Usando impregnación con oro, Ramón y Cajal (1913) 
identificó a los astrocitos, como así también la presencia de otros tres elementos que no se tiñeron con 
esta técnica. Pocos años después usando una tinción de carbonato de plata, del Río Ortega (1921), 
describió dos nuevos tipos celulares, los oligodendrocitos, inicialmente llamados glía interfascicular, y 
otro tipo celular que él distinguió de los dos anteriores (macroglía) a la que llamó microglía  
Durante los últimos años, nuestro entendimiento del papel de la glía en el SNC ha hecho 
importantes progresos. Hoy es sabido que las células gliales son fundamentales para un correcto 
desarrollo y función neuronal y un creciente número de trabajos han aportado importantes 
descubrimientos en relación a la interacción entre estos dos tipos celulares. Por ejemplo, la expresión 
glial de determinados neurotransmisores, sus proteínas transportadoras y sus receptores modulan el 




El número de células gliales se ha ido incrementando durante la evolución, siendo que las células 
gliales constituyen el 25% del total de las células del SNC en la Drosophila, el 65% en los roedores y el 
90%  en el cerebro de los humanos (Pfrieger y Barres, 1995). 
Tomando en consideración lo expuesto, es de vital importancia estudiar y entender en 
profundidad el papel de la glía en el desarrollo y en el funcionamiento del SNC tanto en condiciones 
normales como en las distintas situaciones patológicas.   
 
1.4 Los astrocitos. 
Los astrocitos son las células de la glía más abundantes del SNC, son de forma estrellada con una 
amplia variedad de roles asociados a la manutención de la estructura, la organización y las funciones del 
cerebro (Maragakis y Rothstein, 2006; Sofroniew y Winters, 2010). Las proteínas que permiten identificar 
a los astrocitos son la proteína fibrilar ácida glial (GFAP), la enzima Glutamina Sintetasa (GS), el 
transportador de Glutamato (GLT–1), el transportador glial de alta afinidad de glutamato (GLAST) y el 
canal de la acuaporina 4 (Wang y Bordey, 2008). 
Los astrocitos de la corteza cerebral se generan a partir de tres fuentes diferentes: de la glía radial 
de la SVZ embrionaria, de los progenitores de la SVZ postnatal y de los precursores gliales durante el 
período posnatal y vida adulta (Goldman, 2007). Durante el período neonatal en la SVZ, la glía radial se 
transforma en astrocitos y genera precursores intermedios gliales que finalmente dan origen a los OLG y 
los astrocitos (Levison y Glodman, 1993 y 1997; Ganat y col., 2006). Estos tres orígenes diferentes 
explican los diferentes tipos de astrocitos en el SNC. 
En condiciones fisiológicas, los astrocitos desempeñan múltiples funciones como participar en la 
síntesis de la matriz extracelular y la producción factores tróficos que promueven la maduración 
neuronal, la sinaptogénesis y la regulación de la angiogénesis. Además, los extremos de los procesos de 
los astrocitos interactúan con la vasculatura formando la barrera hematoencefálica, donde regulan el 
intercambio de las sustancias y el flujo sanguíneo del SNC (Abbot y col., 2006). Por otro lado, los 
astrocitos son un soporte metabólico mediante la conversión del glutamato que incorporan del medio y 
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lo transforman en glutamina (Westergaard y col., 1995) y mantienen la homeostasis del entorno tisular 
mediante la regulación de los niveles del potasio y el pH (figura 1.4 B) (Kimelberg, 2007). 
Los astrocitos son principales generadores de la matriz extracelular y las moléculas de adhesión 
en el SNC, como la laminina, la N-cadherina, la molécula de adhesión celular neural (NCAM) y la 
fibronectina. Los astrocitos han sido descriptos como liberadores de ciertos factores de crecimiento in 
vitro, incluyendo el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro 
(BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Los astrocitos 
también han sido descriptos en el control de la diferenciación neuronal in vitro a través de la liberación 
del factor neurotrófico o NGF. Más específicamente, el factor neurotrófico ciliar (CNTF) y FGF pueden 
ser liberados por los astrocitos en cultivo, posiblemente a través de una vía dependiente de Ca+2. Otras 
moléculas tales como el S100β, que estimula el crecimiento de las neuritas, así como la captación de 
glutamato de los astrocitos por parte del GLAST, pueden ser liberados por los astrocitos para proteger 
las neuronas contra la excitotoxicidad de glutamato (Wang y Bordey, 2008). 
Luego de una lesión al SNC, los astrocitos cambian drásticamente sus propiedades adquiriendo un 
fenotipo reactivo (Eddleston y Mucke, 1993; Liberto y col. 2004). Este fenotipo se caracteriza por una 
hipertrofia celular, la proliferación, la extensión de los procesos y el incremento de la expresión del 
GFAP, la vimentina, la nestina y los factores de crecimiento (Eng y Ghirnikar, 1994; Norenberg, 1994; 
Gómez–Pinilla y col., 1995; Leadbeater y col., 2006). En general se considera a la astrogliosis reactiva 
como un proceso que tiene efectos perjudiciales para la reparación del SNC. Sin embargo, en la 
actualidad se han definido diferentes categorías de fenotipos para la astrogliosis, siendo los mismos, 
partes de un proceso continuo que evoluciona dependiendo de las características y duración de los 
estímulos (Sofroniew y Vinters, 2010). El primer fenotipo es la astrogliosis reactiva de media a moderada 
que se caracteriza por un incremento de la expresión del GFAP acompañado de una hipertrofia celular 
con una ausente o baja proliferación celular, que no involucra a una reorganización de la citoarquitectura 
del tejido y es un estado que se puede revertir. Se desconoce la función de esta reacción astrocitaria. La 
astrogliosis también puede evolucionar a una astrogliosis reactiva severa y difusa, donde el incremento 
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del GFAP y la hipertrofia son mayores con presencia de la proliferación. Los astrocitos presentan la 
particularidad de extender sus procesos y la respuesta astroglial deja de ser individual. Generalmente este 
fenotipo se asocia a las lesiones focales, las áreas de infección o la neurodegeneración crónica. 
Finalmente, la astrogliosis puede adoptar un fenotipo reactivo severo con formación de una cicatriz, 
donde a las características anteriores se le suma la formación de la cicatriz glial por el depósito de una 
matriz densa de colágeno, la cual funciona como una barrera que aísla a las áreas lesionadas siendo en, 
algunas situaciones, una característica beneficiosa. 
Eroglu y Barres (2010) mostraron una acción directa de los astrocitos en la formación de la 
sinapsis, mostrando no sólo que éstas células incrementan el número sino también el mantenimiento de 
la sinapsis; que parece deberse a que estas células promueven una reorganización de las proteínas pre y 
post sinápticas pre-existentes para producir además, nuevas sinapsis. Allen (2013) reporta que los 
astrocitos son capaces de regular la sinaptogénesis, induciendo o inhibiendo la formación de sinapsis 
mediante distintas vías de señalización, por ejemplo, la vía de la trombospondina y la de las 
Hevin/SPARC. 
 
1.5  La microglía. 
Las células de la microglía son células mieloides en el parénquima del SNC. Son macrófagos que 
representan el sistema inmune innato (Ransohoff y col., 2011) cuya principal función es proteger al SNC 
de las diversas lesiones mediante la respuesta inmune. Las células de la microglía se pueden identificar 
por la expresión de marcadores monocíticos como el CD11b, el CD45 y el CD68 (también llamado 
ED1). Durante el desarrollo embrionario, los progenitores mieloides surgen del saco vitelino entre el día 
embrionario 7–7,5, entran al embrión en el día embrionario 8, luego rodean el neuroepitelio para 
finalmente invadir el tejido nervioso en el día embrionario 10,5 dando origen a la microglía (Alliot y 
col.,1991). 
La microglía, tiene un papel importante en la eliminación de las sinapsis durante la maduración 
del cerebro, un proceso conocido como “la poda sináptica”, postulándose que una deficiencia en la 
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microglía puede contribuir a un desarrollo neurológico defectuoso y trastornos neuropsiquiátricos 
(Kugelberg, 2014). Durante la vida adulta, los monocitos se generan en la médula ósea a partir de las 
células madre hematopoyéticas. Por otro lado, la microglía puede entrar en senescencia y morir por 
apoptosis, siendo reemplazada por la división de los progenitores residentes del SNC CX3CR1+ (Ajami 
y col., 2007). En condiciones fisiológicas un equilibrio dinámico mantiene a la microglía y los monocitos 
periféricos en sus localizaciones fisiológicas respectivas. En el SNC hay otros fagocitos mononucleares 
con diferente localización y función como los macrófagos de los plexos coroideos, los macrófagos de las 
meninges y los macrófagos perivasculares. La microglía continuamente censa el ambiente con sus 
procesos (Davalos y col., 2005) y se estimó que todo el cerebro es examinado aproximadamente cada 4–
5 horas (Nimmerjahn y col., 2005). 
Los procesos patológicos del SNC van acompañados de una microgliosis; este incremento se 
origina principalmente por la proliferación in situ de la microglia (Ajami y col., 2007), y en situaciones de 
neuroinflamación puede generarse por la invasión de los monocitos periféricos (expresantes de altos 
niveles de Ly6C), que ingresan al parénquima del SNC en respuesta a la citoquina quimioatractante 
CCL2 que producen los astrocitos reactivos (Saederup y col., 2010). Las citoquinas locales y las señales 
tisulares inducen la transformación de los monocitos a macrófagos (Flugel y col., 2001). Al mismo 
tiempo, la inflamación genera la pérdida de la integridad de la barrera hemato-encefálica permitiendo el 
ingreso de las proteínas plasmáticas que activan a la microglía adoptando el fenotipo de macrófago 
(Ransohoff, 2011). 
La activación de la microglía se acompaña de cambios morfológicos que incluyen un incremento 
del soma celular, la retracción y acortamiento de los procesos y un incremento de la expresión de los 
marcadores mieloides celulares. Al final de los cambios morfológicos producto de su activación, la 
microglía ameboide presenta morfología redondeada y capacidad fagocítica (Kreutzberg, 1996). En su 
estadio activado la microglía produce numerosas proteínas solubles como las citoquinas, los factores de 
crecimiento, las quemoquinas y las neurotrofinas. En su condición de fagocitos además de fagocitar 
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partículas pueden generar especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno y expresar moléculas asociadas 
con la estimulación de células T y la presentación antigénica (Voss y col., 2011). 
Dependiendo de la duración, el tipo y el contexto del estímulo que reciben, los macrófagos y la 
microglía pueden adoptar diferentes estadios de activación designados M1 y M2; estos fenotipos se 
acompañan de un significado funcional (Stout y col., 2005; Schwartz y col., 2006). Los macrófagos M1 
(fenotipo clásico pro-inflamatorio) se especializan en eliminar a los patógenos mediante el 
reconocimiento por los receptores de tipo toll y generan una respuesta pro-inflamatoria de tipo Th1 con 
la liberación del TNF, el IL–1 y ON (Ravichandran, 2003). Este fenotipo está asociado a la 
neurotoxicidad y otros efectos deletéreos para el SNC (Bodles y Barger, 2004). Los macrófagos M2 
(fenotipo fagocítico sin inflamación o “alternativo”) se subclasifican en M2a, M2b y M2c (Mantovani y 
col., 2004) y son parte de la respuesta tipo Th2. El estado M2a o alternativo es un estado anti–
inflamatorio, el M2b o tipo II es un estado inmunomodulador y el M2c es un fenotipo denominado 
“desactivación adquirida” que se asocia a una fuerte inhibición de la respuesta inmune innata que se 
genera cuando las células son expuestas a células apoptóticas. Cuando la microglía adopta un fenotipo 
M2c, reconoce al material celular apoptótico mediante el receptor de la fosfatidilserina (Grommes y col., 
2008) o el TREM2 (Hsieh y col., 2009) y genera una respuesta anti-inflamatoria con la liberación del 
TGF–β y el IL–10 y la estimulación de la fagocitosis. Estos aspectos están implicados en la remodelación 




Figura 2: Diferentes estadios de activación de la microglía. La microglía adopta diferentes fenotipos con diferentes 
características fisiológicas desde la vigilancia a la activación clásica M1 o las activaciones alternativas M2c y M2a. ROS: 
especies reactivas del oxígeno; NO: óxido nítrico; CMH II: complejo mayor de histocompatibilidad II (Cameron, B, 
Landreth, G.E. 2010. Inflammation, microglia, and alzheimer's disease. Neurobiology of Disease 37: 503–09). 
 
La liberación de citoquinas es el primer paso luego de una lesión al SNC para una reparación 
exitosa, dado que pueden ser deletéreas para el tejido o contribuir con la creación de un ambiente 
favorable para la regeneración. Dichos factores atraen a los fagocitos a las lesiones y la consecuente 
remoción del detritus celular es el punto clave entre la degeneración y la regeneración del tejido. La 
remoción insuficiente de detritus está asociada a muchas patologías neurodegenerativas (Neumann y col., 
2009). En particular, han sido descriptos para los residuos de mielina numerosos inhibidores del 
crecimiento axonal, por ejemplo el NOGO-A y B (Schwab, 2004) e inhibidores de la maduración de las  
células progenitoras de oligodendrocitos (OPC) en células mielinizantes, como el LINGO, la 
Neuregulina-1 y el receptor de la neurotrofina, p75NTR (Kotter y col, 2005 y 2006). Las características 
que adopte la microglía durante los procesos de la desmielinización y la remielinización son eventos 
fundamentales para una remielinización exitosa (Olcah y col., 2012) y el proceso inflamatorio de la 
desmielinización es especialmente necesario para iniciar la remielinización del SNC (Arnett y col, 2001, 
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2003 y Mason y col 2001). Las funciones beneficiosas de la microglía durante dichos procesos son la 
generación de un ambiente favorable para maduración de las OPC, la fagocitosis de los fragmentos de 
mielina generados durante la desmielinización (Neumann y col., 2009, Fancy y col., 2010) y la liberación 
de factores tróficos (Figura 2). 
 
Figura 3: Funciones beneficiosas de la microglía. Primero, la microglía remueve el debris de mielina o agregados celulares 
de las lesiones. Segundo, la microglía inicia el proceso de reparación estimulando a los astrocitos para producir factores 
tróficos y reclutando las OPC. Tercero, la microglía produce una gran variedad de neurotrofinas, factores de crecimiento y 
citoquinas anti–inflamatorias que favorecen la reparación del tejido. Mediadores solubles: BDNF: factor neurotrófico 
derivado del cerebro; NT3: neurotrofina–3; IGF–1: factor de crecimiento insulínico tipo –1; IL–10: interleuquina–10; IL–1: 
interleuquina–1; TNF: factor de necrosis tumoral; TGF–β: factor de crecimiento transformante–β (Neumann, H., Kotter, 









El término oligodendrocito (OLG) fue introducido por primera vez por del Río Ortega (1921) 
para describir la presencia de células gliales con pequeños procesos que se teñían con técnicas de 
impregnación con metales. Los OLGs son las células formadoras de la membrana de mielina en el SNC. 
Existen por otra parte OLGs satélites que no estarían directamente relacionados a la membrana de 
mielina. Estos OLGs satélites se encuentran distribuidos en las áreas perineuronales y servirían para 
regular el microambiente alrededor de estas células (Ludwin and col., 1997).   
Un cierto número de características distinguen a los OLGs de los astrocitos, en particular su 
menor tamaño, la mayor densidad de su citoplasma y de su núcleo (con cromatina densa), la ausencia de 
filamentos intermedios, la presencia de glucógeno en su citoplasma, la presencia de un gran número de 
microtúbulos en sus procesos que se encuentran involucrados en su estabilidad (Lunn y col., 1997). 
Un OLG desarrolla numerosos procesos y cada uno de ellos toma contacto y repetidamente se 
enrolla sobre un axon. Las subsecuentes condensaciones de esta membrana finalmente transformaran a 
la misma en una membrana de mielina madura (Bunge y col., 1962; Bunge, 1968) (Figura 4). Sobre un 
mismo axón, se disponen en forma adyacente segmentos de mielina pertenecientes a diferentes OLGs. 
El número de procesos que forman membranas de mielina a partir de un único OLG varía de acuerdo al 
área del SNC y de la especie en estudio, en un rango que abarca de desde 40 en el nervio óptico de la rata 
(Peters y col., 1991) hasta uno en la médula espinal del gato (Bunge y col., 1961).  
 
Figura 4: Esquema de un oligodendrocito mielinizando varios axones neuronales en simultaneo.  
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Del Río Ortega clasificó a los OLGs en 4 categorías en relación al número de sus procesos. De 
acuerdo con su morfología y con el diámetro de la membrana de mielina que estos formaban. Butt y col. 
(1995) también distinguieron cuatro tipos de OLGs mielinizantes, desde pequeñas células que 
mielinizaban entre 15 a 30 axones de pequeño diámetro (tipo I), intermedias (tipo II y III) y grandes 
OLGs que formaban membranas de mielina sobre axones de gran calibre (tipo IV).  
A nivel de la microscopía electrónica los OLGs conforman un espectro de variaciones 
morfológicas que involucran la densidad de su citoplasma y el grado de condensación de la cromatina. 
Mori y Leblond (1970) distinguieron 3 tipos de OLGs: claros, intermedios y oscuros. Los OLGs oscuros 
son los portadores del citoplasma y la cromatina más densa. Por otro lado, los estudios de incorporación 
de timidina tritiada en el cuerpo calloso (CC) de ratas jóvenes, sugieren que los OLGs claros serían los 
que proliferan más activamente y que se volverían oscuros a medida que avanzan en su diferenciación.  
 
1.6.1  Génesis y diferenciación de los oligodendrocitos. 
La SVZ del ventrículo lateral del telencéfalo es una capa germinativa importante que se forma 
durante el desarrollo. Además de las células ependimales, típicas de esta zona, tres subpoblaciones 
distintas han sido descriptas y clasificadas en base a su ultraestructura y sus características antigénicas 
(Doescht y col., 1997): las células A son pequeñas y redondas con escaso citoplasma y se caracterizan por 
la expresión del antígeno PSA-NCAM y del factor de transcripción DLX-2; las células B son grandes, 
con filamentos intermedios y presentan inmunorreactividad positiva para la proteína glial fibrilar acídica 
(GFAP); y las células C son grandes, indiferenciadas con el núcleo invaginado y se consideran un 
fenotipo “transiente” de precursores de las células A ya que expresan DLX-2 pero no el antígeno PSA-
NCAM (Doescht y col., 2002). Aún se encuentra en discusión si son las células A o las C las que dan 
origen a los progenitores oligodendrogliales.  
En los neonatos, la SVZ da origen a los astrocitos, a los OLGs (Levison and Goldman., 1993) y 
a las neuronas del bulbo olfatorio (Luskin y col., 1993). Durante la gliogénesis los precursores gliales 
originados en la SVZ migran radialmente al cuerpo calloso y a la corteza cerebral donde se diferencian en 
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astrocitos y oligodendrocitos. En el cerebro joven de mamíferos la SVZ sufre una atrofia progresiva 
luego del nacimiento, pero se conserva mitóticamente activa (Korr y col., 1973) y retiene su capacidad  
para generar astrocitos y oligodendrocitos del cuerpo calloso (Levison y col., 1993). En el cerebro adulto 
solo el sector más anterior de la SVZ todavía posee células progenitoras multipotenciales (Doetsch y 
col., 1997) que dan origen a neuronas de la capa granular y periglomerular del  bulbo olfatorio (Lois y 
Alvarez-Buylla., 1994). In vitro, esta población celular altamente proliferante posee la capacidad de 
diferenciarse a neuronas y a células gliales (Lois y Alvarez-Buylla., 1994). Su diferenciación en astrocitos, 
oligodendrocitos y neuronas se encuentra bajo el control de factores de crecimiento (Gritti y col., 1996). 
In vivo, en adultos, el destino de estas células parece ser la muerte celular o la diferenciación en neuronas 
luego de su migración al bulbo olfatorio (Corotto y col., 1993: Morshead y Van der kooy., 1996). Sin 
embargo el tratamiento con factores de crecimiento induce la expansión de la SVZ y promueve la 
diferenciación de éstas células en neuronas y astrocitos (Craig y col., 1996) así como en OLGs 
(Lachapelle 1996). La habilidad de las células progenitores de la SVZ para generar células gliales parece 
estar conservada en la adultez y se activa en los distintos estados patológicos como por ejemplo ante 
lesiones de la mielina.   
Estudios realizados en cultivos de tejidos han permitido caracterizar los distintos estados de 
maduración de la célula oligodendroglial, cada uno de ellos identificado por la expresión de diferentes 
antígenos de superficie y por la capacidad de estas células de migrar y proliferar. Se han identificado 
cuatro estadios en el desarrollo del oligodendrocito (Figura 5). Los progenitores de oligodendrocitos, 
también llamados progenitores bipotenciales de oligodendrocitos y astrocitos tipo 2 (O-2A), son células 
bipolares con alta capacidad proliferativa y con gran capacidad migratoria, reconocidas por expresar el 
filamento intermedio del citoesqueleto vimentina y un antígeno formado por glicolípidos que es 
reconocido por el anticuerpo monoclonal A2B5. Expresan también el proteoglicano condroitin sulfato 
denominado NG2 (Levine y col., 1993). Cuando estos progenitores son cultivados in vitro en presencia 
de factores como FGF (factor de crecimiento fibroblástico) y PDGF (factor de crecimiento derivado de 
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plaquetas) proliferan activamente. Por otro lado, sin son cultivados en presencia de bajas 
concentraciones de suero (0.5%) y sin factores, se diferencian rápidamente a oligodendrocitos maduros.  
In vivo, luego de migrar los progenitores se ubican a lo largo de los tractos de fibras nerviosas donde 
constituirán la futura sustancia blanca. Expresan entonces una molécula de superficie compuesta por un 
conjunto de gangliósidos y sulfátidos y reconocida por el anticuerpo monoclonal O4, denominándose a 
este estadio de pre-oligodendrocito. En este momento poseen menos motilidad y pierden su capacidad 
proliferativa en respuesta al factor de crecimiento PDGF. El pre-oligodendrocito se convierte en un 
oligodendrocito inmaduro capaz de sintetizar el galactocerebrosido  O1 y perdiendo la expresión del 
antígeno A2B5. La enzima 2´, 3´-nucleótido cíclico- 3´- fosfodiesterasa (CNPasa) es la primera proteína 
específica de la mielina que se sintetiza en el desarrollo del OLG. En este momento pierden tanto su 
capacidad de proliferación como de migración. Por último el oligodendrocito maduro u OLG 
mielinizante, se caracteriza por la expresión de distintas proteínas como, la proteína básica de la mielina 





Figura 5: Los pasos madurativos del linaje oligodendroglial. Célula precursora oligodendroglial, pre–oligodendrocito, 
oligodendrocito inmaduro y oligodendrocito maduro o mielinizante, cada fenotipo se puede diferenciar por su morfología, 
sus propiedades proliferativas, migratorias y potencial mielinizante, así como también por la expresión de marcadores. A–E. 
Oligodendrocitos humanos aislados en diferentes estadios madurativos (Buchet, D. y Baron–Van Evercooren, A. 2009. In 
search of human oligodendroglia for myelin repair. Neuroscience Letters 456: 112–19) 
 
2. Mielinización  
La membrana de mielina enrollada alrededor de la mayoría de los axones, constituye la mayor 
estructura membranosa presente en el SNC de los vertebrados, representando el 50% del peso seco del 
cerebro. Su composición es única (rica en lípidos y con bajo contenido de agua) y permite el aislamiento 
eléctrico de los axones. Su estructura segmentada acelera la transmisión de los impulsos nerviosos por un 
mecanismo de conducción saltatoria a lo largo de las fibras.  
La mielina, así denominada por Virchow, es una estructura espiral constituida por las extensiones 
de la membrana plasmática de las células mielinizantes, los OLGs en el SNC y las células de Schwann en 
el sistema nervioso periférico (SNP). En el SNC cada OLG es capaz de mielinizar hasta 50 segmentos 
axonales, en cambio en el SNP cada célula de Schwann mieliniza un solo axón. Durante la maduración 
del SN se mieliniza primero el SNP, luego la médula espinal y en ultimo lugar el cerebro. En el caso de 
los humanos, la mielinización comienza en el 5º mes de vida intrauterina para completarse hacia los 20 
años. En los roedores, la mielinización es postnatal y su pico máximo es a los 15-20 días de edad.  
Durante su diferenciación el OLGs emite prolongaciones que enrollan a los axones. La 
maduración de la membrana de mielina se inicia con la extrusión del citoplasma y la superposición de la 
membrana plasmática del OLGs a los procesos axonales. A medida que los procesos crecen, los bordes 
se acercan y se deslizan uno debajo del otro. El borde inferior, denominado mesoaxón interno formará 
la mielina madura. Luego a medida que se sintetiza más membrana la misma va enrollándose alrededor 
del axon en forma de espiral. Durante este proceso se definen áreas donde la membrana axonal queda 
desnuda de mielina, expuesta al espacio extracelular denominados Nodos de Ranvier, y gracias a las 





2.1  Estructura de la membrana de mielina. 
La microscopía electrónica ha ayudado a develar la ultraestructura de la mielina. Se visualiza 
como una superposición periódica de capas de proteínas que alternan líneas oscuras (electro-densas) y 
líneas claras (electro-lúcidas), separadas por cadenas de lípidos que no se tiñen. La línea clara o 
intraperiódica corresponde a la cara externa de la membrana plasmática del oligodendrocito que se 
encuentra en aposición cercana gracias a la interacción de las proteínas que están en ella insertas.  La 
línea densa (oscura) corresponde a la cara interna de la membrana citoplásmica (Figura 6). Este patrón 
de líneas densas varía de una especie a otra y también si la muestra proviene de SNC o de SNP.  
 
Figure 6: Microscopía electrónica de la membrana de mielina. Esquema de la organización y compactación de la 
mielina. (M. Mateo Paz Soldán y col Semin Neurol 2012; 32:9–14.) 
 
Modelos moleculares que intentan explicar la compactación de la mielina plantean que PLP 
(proteolípido de la mielina) sería una proteína inserta en la membrana con sus residuos carboxilo y 
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amino terminal orientados hacia la cara citoplasmática. La proteína básica de la mielina (MBP) por el 
contrario, se encuentra localizada exclusivamente en la cara citoplásmica de la línea densa.   
Estudios realizados en animales mutantes para la proteína MBP demostraron que la misma 
formaría dímeros que estabilizarían la estructura de la línea densa mayor mediante la interacción con 
lípidos de la membrana cargados negativamente. PLP jugaría un rol importante en la estabilización de la 
línea intraperiódica, siendo que los animales deficientes en PLP poseen una condensación anormal de la 
línea mencionada.  
 
2.2  Composición de la membrana de mielina.  
El peso seco de la mielina se constituye en un 70% de lípidos y un 30% de proteínas. Esta 
relación lípidos-proteínas es particular de la mielina y suele ser al revés en el resto de las membranas 
celulares. Una de sus características es que se encuentra enriquecida en glicoesfingolípidos en particular 
galactocerebrosidos como la galactoceramida y sus derivados sulfatados. La mielina en los mamíferos 
contiene también colesterol y fosfolípidos. Entre los lípidos minoritarios se encuentran los gangliósidos 
descriptos por primera vez por Soto y col. en 1966.  
Cientos de proteínas de la mielina han sido identificadas, sin embargo cerca del 80% de la 
fracción total de proteínas de la mielina se compone de dos proteínas principales: proteína básica de la 
mielina (MBP, 30%) y proteolípido de la mielina (PLP, 50%).  
MBP: Es una familia de proteínas asociadas a la membrana, producto del splicing alternativo de 
un mismo gen. El gen de MBP está compuesto por 11 exones, 7 de los cuales darían origen a las 
diferentes isoformas. Éstas en roedores tienen una masa de 14, 17, 18.5 y 21.5kDa y son hidrofílicas. Las 
isoformas de 14 y 18.5 kDa se localizan en la superficie citoplásmica de la mielina compacta donde se 
unen a lípidos cargados negativamente e intervienen en la estabilización de su estructura. En contraste 
las isoformas de 17 y 21.5 kDa se encuentran en el citoplasma y en el núcleo del OLG, su asociación a la 
membrana es muy limitada pero se ha sugerido que intervienen en el proceso de mielinización (Alliquant 
y col., 1991). Evidencia directa de su rol en la compactación de la mielina es el ratón mutante shiverer, 
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que presenta una deleción del gen de MBP, y en cuya mielina la línea densa mayor se encuentra ausente 
(Chernoff, 1981).  
PLP: Es una proteína integral de membrana descubierta por Folch en 1951. Cumple una función 
estructural estabilizando la línea intraperiódica. Posee un peso molecular de 30 kDa y migra 
anormalmente rápido en geles de SDS. El 60% de sus aminoácidos constitutivos son no polares y tiene 
cuatro dominios transmembrana. Una segunda isoforma DM-20 denominada así por su peso molecular, 
es codificada a través del splicing alternativo del ARNm del PLP.  
Otra de las proteínas de la mielina es la CNPasa, que tiene un peso molecular aproximado de 50 
kDa e in vitro puede hidrolizar 2´, 3´ AMP cíclico (AMPc), GMPc, CMPc y UMPc a sus correspondientes 
análogos 2´, aunque no se ha identificado su sustrato natural en la mielina. En los roedores se 
encuentran dos isoformas diferentes generadas por splicing alternativo del gen. CNP2 difiere de CNP1 
por un fragmento de 20 aminoácidos en su extremo N-terminal que contiene una señal de localización 
mitocondrial y es expresada en otros tipos celulares además del OLG. Se desconoce el rol de CNP2 en la 
mitocondria. Esta proteína representa alrededor del 4% del total de las proteínas de la mielina y se 
localiza principalmente en zonas donde la mielina no es muy compacta como en la región paranodal, 
adyacente a los nodos de Ranvier (Rasband et.al 2005). Su presencia en estos sectores es vital para 
conservar la estructura de los paranodos. Su función aún es desconocida aunque se cree que estaría 
relacionada con eventos propios de la mielinización.  
Las glicoproteinas MAG y MOG, miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas son 
constituyentes menores de la mielina. MAG representa el 1% de las proteínas totales y posee un peso 
molecular de 100 kDa. Posee un dominio transmembrana, un dominio extracelular glicosilado y cinco 
dominios semejantes a las inmunoglobulinas. En los roedores se encuentran dos isoformas generadas 
por splicing alternativo, L-MAG y S-MAG (Quarles y col., 1983; Umemori y col., 1994). La primera es 
característica de la mielinogénesis activa. En los roedores se encuentran dos isoformas generadas por 
splicing alternativo, L-MAG y S-MAG, en las primeras etapas del desarrollo, la segunda es la forma que 
predomina en la vida adulta. Su función ha sido estudiada mediante la generación de ratones KO para el 
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gen de MAG y sorprendentemente el desarrollo de la mielina es prácticamente normal en estos animales. 
Una de las fallas encontradas es la ausencia del collar citoplásmico periaxonal en los internodos (Yin y 
col. 1998; Montag y col. 1994 y Li y col.).  
MOG representa el 0.05% del total de las proteínas. Se localiza en las capas más externas de la 
mielina y se cree que actúa como receptor de membrana traduciendo señales desde el exterior al OLGs y 
también participando como molécula de adhesión (Brunner y col.1989; Solly y col. 1996).  
 
3.  La desmielinización. 
El término desmielinización describe a un proceso patológico de destrucción de los OLGs y a las 
células de Schwann en el SNC y el SNP, respectivamente, y/o a las vainas de mielina directamente con 
una preservación relativa de los axones, a los cuales estaban envolviendo (Lampert, 1978). El término 
“desmielinización” debe ser diferenciado del término “dismielinización” en donde, en este último hay un 
defecto genético relacionado con la síntesis y la renovación de las membranas mielínicas que llevan a un 
deterioro de la sustancia blanca del cerebro y, a veces también los nervios periféricos. (Kohlschütter y 
Eichler, 2011; Mohan-Mehndiratta y Singh-Gulatti, 2014). 
La pérdida de la integridad de la mielina produce detritus de mielina que deben ser removidos para 
una recuperación completa. La desmielinización se asocia con la progresiva degeneración axonal y una 
consecuente afección neurológica, como ocurre en la esclerosis múltiple (EM) (Arnold, 1999; Trapp y 
col., 1999). La pérdida de la vaina de mielina conlleva a la alteración de las funciones de esa célula 
nerviosa, pudiendo llevar a un incremento del tamaño de las mitocondrias axonales y al aumento de la 
velocidad del transporte mitocondrial, que se traduce en una disfunción mitocondrial en los axones, 
llevando a una disfunción del axón; que pierde el potencial para transmitir el estímulo nervioso y 
finalmente se atrofia. Simons y Trajkovic (2006) describieron que existen algunas señales neuronales, 
más específicamente del axón, que regulan la maquinaria de los OLGs para mielinizar y, al verse 




Dependiendo de qué células nerviosas sean las afectadas, aparecerán los síntomas asociados a la 
función neuronal deficiente. La pérdida de las vainas de mielina es el distintivo de las llamadas 
“enfermedades neurodegenerativas desmielinizantes”. Correale y colaboradores (2011), afirman que las 
enfermedades que afectan a la mielina constituyen una significativa proporción de las afecciones 
neurológicas que comprometen a los adultos jóvenes. Pueden producirse por destrucción de la vaina de 
mielina normalmente formada, por defectos metabólicos que destruyen una vaina de mielina formada de 
manera anómala o bien por una falla en la formación de la mielina. Las afecciones de la mielina se 
clasifican, de acuerdo a su etiogénesis, en: autoinmunitarias, infecciosas, tóxicas, metabólicas, vasculares 
y trastornos hereditarios del metabolismo de la mielina (Lampert, 1978; Correale y col., 2011).  
 
4. La remielinización.  
La expresión de proteínas y la liberación de factores que contribuyen al evento de la 
remielinización. La remielinización permite el restablecimiento de la conducción saltatoria (Smith y col., 
1979) y el retorno de la función normal de la mielina perdida durante la desmielinización (Jeffery y col., 
1997). 
Al evento del proceso de determinación a pertenecer al linaje oligodendroglial de las OPC en la 
cronología de la remielinización, le sigue el del reclutamiento de las OPC de las áreas vecinas junto con 
su proliferación activa, para finalmente madurar en los OLGs mielinizantes y generar nuevas vainas de 
mielina (Franklin y Ffrench–Constant, 2008). 
La última fase de la remielinización que es la diferenciación de las OPC a OLGs maduros, 
incluye tres pasos consecutivos diferentes: a) el OPC entra en contacto con el axón a mielinizar, b) 
expresa los genes de la mielina y c) finalmente enrolla y compacta su membrana para formar la nueva 




Figura 7: Las fases de la remielinización. A.- La materia blanca en el adulto normal contiene astrocitos, microglía y 
precursores de oligodendrocitos (OPC), además de oligodendrocitos mielinizantes. B.- Activación de los OPC: Después de 
desmielinización (en la que los oligodendrocitos y mielina se pierden) la microglia y los astrocitos se activan, lo que a su vez 
conduce a la activación de las OPC en los alrededores. C.- Fase de reclutamiento: Los OPC activados responden a mitógenos 
y factores pro-migratorios generados predominantemente por astrocitos reactivos y células inflamatorias. La proliferación y 
migración de las OPCs resulta en la repoblación del área desmielinizada convirtiendo poblados por una gran cantidad de 
OPC. Los macrófagos empiezan también a eliminar los restos de mielina. D.- Fase de diferenciación: En la fase final de la 
remielinización los OPCs reclutados se diferencian en oligodendrocitos remielinizantes, un proceso que implica la 
participación axón y la formación de una vaina de mielina. Un fracaso en la remielinización puede ocurrir debido a un fallo 
del reclutamiento OPC, en cuyo caso los objetivos terapéuticos deben ser los factores de reclutamiento y no los factores de 
diferenciación, ya que esto inhibiría la remielinización. Alternativamente, se puede producir debido a un fallo en la 
diferenciación, en cuyo caso se necesitan promotores de diferenciación y donde los promotores de reclutamiento 
contrarrestarían la remielinización. Los datos experimentales y clínicos sugieren que la diferenciación es la fase más vulnerable 
de la remielinización, y es durante esta fase que falla la remielinización general. ( Franklin, R. J. M., Ffrench–Constant, C. 
2008. Remyelination in the SNC: from biology to therapy. Nature Reviews Neuroscience 9, 839–55).  
 
5. Esclerosis Múltiple y sus modelos 
Dentro de las afecciones que afectan a la mielina, debido a una probable causa autoinmunitaria, se 
encuentra la EM (OMIM #126200). La misma es una patología desmielinizante y neurodegenerativa del 
SNC;  afecta adultos jóvenes entre los 20 y 40 años de edad. En la actualidad hay 2,5 millones de 
individuos en el mundo que padecen EM. Dicha patología ha sido considerada tradicionalmente como 
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un trastorno desmielinizante inflamatorio crónico del SNC, predominantemente enfocado en la 
sustancia blanca, pero varios estudios patológicos realizados ya en el siglo XIX ya han reconocido que la 
EM afecta también a la materia gris (Pirko y col., 2007). Se han descripto varios factores asociados que 
contribuyen al desarrollo de la patología, y se acepta que se desencadena por la presencia de factores 
ambientales con un complejo perfil genético de riesgo asociado (Compston y Coles, 2008). Sin embargo, 
se desconoce su patogenia con precisión pero se sabe que se combina la pérdida de la integridad de la 
mielina con un proceso inflamatorio (Zhao y col., 2115; Lassmann y van Horssen, 2011). 
El curso clínico de la enfermedad usualmente comienza con episodios reversibles de inhabilidad 
neurológica  (EM recaída-remisión o EMRR), la cual finalmente desarrolla un progresiva inhabilidad con 
decline neurológico irreversible (EM secundaria progresiva, o EMSP) (Trapp, B.D.y Nave, K.A., 2008). 
La perdida axonal ocurre tanto en la fase aguda como en la crónica de la EM y en su modelo 
experimental EAE, y la pérdida de los mecanismos compensatorios del SNC contribuye a la transición 
EMRR a EMSP. La microglia activada y los macrófagos parecen contribuir a la neurodegeneración, ya 
que se relacionan con la extensión del daño axonal en lesiones de EM. 
A pesar de que la EM es una enfermedad que afecta exclusivamente  a humanos, un gran número de 
modelos animales han sido descriptos. Los más utilizados son la Encefalitis Alérgica Experimental 
(EAE) y el modelo de la Cuprizona (CPZ). 
En la EAE, la inmunización con antígenos de la mielina o la transferencia de linfocitos T mielina 
específicos induce una desmielinización inflamatoria del SNC del animal. El modelo de la CPZ, es un 
modelo de desmielinización tóxica.  
El modelo de la CPZ difiere del de la EAE en que en el primero la barrera hematoencefálica 
(BHE) se encuentra intacta siendo que en la EAE se encuentra alterada. Además tanto en la 
fisiopatogenia de la EM como en la EAE se ven involucrados procesos inmunológicos y activación de 
las células T, lo cual probablemente se debe al daño de la BHE. En cambio los linfocitos T se 
encuentran prácticamente ausentes en el modelo de CPZ (Matsushima y Morell 2001). Estudios previos 
han descripto 4 diferentes subtipos de lesiones en la EM: lesiones con patrones 1 y 2 son aquellas que se 
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generaron a través de un ataque auto-inmune a la mielina, mientras que las lesiones con patrones 3 y 4 
son oligodendropatías primarias (Lucchinetti C y col, 2000). Los primeros dos tipos son 
experimentalmente simulados por el modelo de la EAE, mientras que los segundos son imitados por 
modelos tóxicos como los inducidos por la administración de CPZ o los de desmielinización focal como  
lisolecitina (LPC) y bromuro de etidio. 
Los tratamientos actuales para la EM que usan agentes inmunosupresores y anti-inflamatorios 
parecen resultar sólo parcialmente eficaces (Praet y col., 2014). En particular, numerosos enfoques 
terapéuticos derivados de la evidencia aportada por estudios con EAE han proporcionado escasas 
terapias beneficiosas para el tratamiento de la EM humanos, siendo el anti-TNF-α el principal ejemplo. 
Mientras que la expresión de TNF-α se correlaciona con la gravedad de EM, la inhibición de la 
señalización de TNF-α aminora el curso de la EAE (Klinkert et al, 1997;.. Martino et al, 1997). Sin 
embargo, se ha demostrado que el tratamiento anti-TNF-α  empeora los síntomas clínicos en pacientes 
con EM. Estos resultados contradictorios pudieron ser posteriormente analizados con un modelo  
tóxico,  que reveló un papel adicional para TNF-α en la inducción de una eficiente remielinización 
(Arnett y col., 2001). Otros ejemplos incluyen la administración de glucocorticoides, simvastatina o IFN-
β, que atenúan la inflamación y reducen la desmielinización pero presentan efectos secundarios con 
respecto a la remielinización al ser estudiado en el modelos de CPZ (Clarner et al, 2011;. Miron et al, 
2009; Schmidt et al, 2009; Trebst et al, 2007). Entre otros, estos estudios ponen de manifiesto la 
importancia de la remielinización como un objetivo terapéutico en el tratamiento de la EM. 
Nosotros estábamos interesados en utilizar un modelo que permitiese una desmielinización y una 
remielinización consistente, detectable y fácilmente evaluable. Este requerimiento no se cumple en el 
caso de la EAE o en la desmielinización inducida por virus, que se caracterizan por presentar lesiones 
esporádicas, asincrónicas y dispersas. Decidimos entonces utilizar el modelo de intoxicación con CPZ 
que permite una desmielinización sincrónica y anatómicamente reproducible. Otra consideración que 
influyó en nuestra elección fue el hecho de que en este modelo la interpretación de los datos es más 
sencilla que en otros modelos de  desmielinización. En el caso de la EAE los resultados obtenidos deben 
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ser considerados en relación al sistema inmune, ya que como fue mencionado hay una gran participación 
de células T. Por otra parte  en el modelo de la EAE, el daño de la BHE permite que factores externos al 
SNC influyan en el curso de la desmielinización y la remielinización. En cambio el modelo de CPZ 
permite disecar en forma más directa eventos relacionados a la desmielinización y remielinización 
evitando la  complejidad de la influencia del sistema inmune ya que como fue descripto por Hiremath 
(1998) las células T se encuentran prácticamente ausentes. 
 
6. Modelo de desmielinización con Cuprizona  
La bis-ciclohexanona oxalhidrazona, Cuprizona (CPZ),  fue descripta  por primera vez en 1950 por 
Gustav Nilsson quien al condensar oxalhidrazida con la ciclohexanona, obtuvo un producto capaz de 
quelar sales de cobre dando un color azulado (Nilson y col., 1950). En 1956, Mur y col., observaron que 
la administración intravenosa de dos quelantes de cobre distintos en conejos resultaba en una 
disminución significativa de los niveles séricos de cobre y en la destrucción de la mielina de la médula 
espinal. Ovejas y cabras que sufren la enfermedad de Swayback, que cursa con niveles de cobre 
disminuidos en suero y en cerebro, sufren déficit neurológicos (Purves et.al. 1960). Basándose en estos 
antecedentes, Carlton suministró CPZ para inducir bajos niveles de cobre en suero y una 
desmielinización reproducible en ratones. De allí en más la CPZ ha sido utilizada para inducir diversos 
grados de desmielinización en diversas especies (Elsworth y Howel 1973, Ludwin y col., 1978, Adamo y 
col., 2006, Franco 2008, Sasaki 2012).  
En 1998, Hiremath y col., publicaron un estudio clave donde la variabilidad de la patología 
inducida por CPZ podía ser reducida a un mínimo. En este estudio, ratones de 8 semanas de vida fueron 
alimentados durante 6 semanas con 0.2% de CPZ en la dieta, lo cual indujo una desmielinización 
consistente con una mínima toxicidad sistémica. Este modelo se transformó rápidamente en la variante 
más utilizada de intoxicación con CPZ. Durante el tratamiento con CPZ se ha descripto que la 
desmielinización es seguida de un rápido reclutamiento de microglía  hacia la semana 4 de administración 
de CPZ, así como una astrogliosis persistente que se mantiene desde la semana 4 hasta el final. Por otro 
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lado, la administración de CPZ durante 6 semanas seguida de 6 semanas de recuperación con una dieta 
normal permite que ocurra espontáneamente la remielinización (Blakemore, 1974; Armstrong y col., 
2002).  
A pesar de que el modelo es ampliamente utilizado para dilucidar factores que participen en los 
procesos de desmielinización y remielinización, aún la etiopatogenia exacta de la lesión y la causa de la 
vulnerabilidad particular de los OLGs al daño por CPZ no ha sido completamente descripta.   
Existen dos enfermedades características originadas en la alteración de la homeostasis del cobre 
(Cu) son la enfermedad de Wilson (acumulación de Cu) y la enfermedad de Menkes (deficiencia de Cu). 
Dado que ambas se caracterizan por presentar neurodegeneración, es lógico sospechar que la patología 
inducida por la CPZ se debe o bien a la quelación del cobre por la misma o bien a la acumulación del 
mismo por atrapamiento dentro de la célula. Diversas hipótesis (contrapuestas algunas de ellas) han 
surgido en función al comportamiento físico-químico de la CPZ. La primera de ellas originada en un 
estudio realizado por Venturini en 1973 sugiere que la patología inducida por la CPZ se debe a una 
deficiencia de Cu. Benetti y col., más recientemente en el año 2010 reafirman esta hipótesis planteando 
que el Cu forma oligomeros con la CPZ que no pueden atravesar el epitelio duodenal in vitro. Esta 
hipótesis se sostiene por el hecho de que estudios de espectroscopia han sido incapaces de detectar CPZ 
en extractos de cerebro y de hígado y en muestras de suero provenientes de animales tratados con CPZ. 
Paralelamente Carlton y col., demostraron que si la CPZ es quelada a Cu previo a su administración, la 
mayoría de las anormalidades descriptas no tienen lugar. Es importante recalcar que en estos mismos 
estudios, la administración de Cu no pudo reducir la toxicidad a nivel del SNC de la CPZ (Carlton WW 
1967). Por su parte Zatta y col (2005), demostraron que se necesitan dos moléculas de CPZ para quelar 
un átomo de Cu. En este estudio encontraron también niveles detectables de CPZ en plasma pero no 
pudieron hallar la presencia del complejo Cu-CPZ. Notaron por otra parte que animales alimentados con 
0.2% de CPZ en la dieta durante 9 meses poseían una concentración de Cu cerebral cinco veces mayor 
que sus respectivos controles, lo cual supusieron se debía a la precipitación de los oligómeros Cu-CPZ. 
Aún no ha sido comprendido porque la CPZ lleva a la muerte específica de los OLGs, pero siendo la 
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CPZ un quelante de Cu, esta acción podría llevar a la inhibición de las enzimas mitocondriales 
dependientes de Cu como la citocromo oxidasa y la monoamino-oxidasa. Este desajuste en el 
metabolismo energético de los OLGs podría llevar a la muerte celular por apoptosis. De lo expuesto se 
desprende que existe una alteración en la homeostasis del Cu aunque aún no hay estudios suficientes 
para atribuir a la misma las alteraciones neurodegenerativas observadas. Aún no ha sido comprendido 
porqué los OLGs son particularmente más susceptibles al desequilibrio en los niveles de cobre respecto 
de otros tipos celulares, y harían falta estudios adicionales, preferentemente en cultivos de 
oligodendrocitos para investigar el mecanismo de toxicidad.  Por ello nuestro primer objetivo fue los 
efectos directos e indirectos de CPZ sobre la sobrevida oligodendroglial con el objeto de dilucidar los 
mecanismos que llevan a la desmielinización en el modelo de intoxicación con CPZ. 
En 1969, Susuki fue el primero en reportar que la CPZ induce megamitocondrias en el tejido 
hepático de ratones Swiss, estas alteraciones morfológicas preceden en tiempo la aparición de la 
patología del SNC. En ratones C57BL/6 la formación de megamitocondrias ha sido descripta en los 
OLGs y ocurre luego de tres semanas de intoxicación con 0.2% de CPZ, mientras que la aparición de 
megamitocondrias en hígado solo ocurre si son alimentados con 0.5% de CPZ (Hiremath y col., 1998; 
Biancotti y col., 2008). En otros tipos celulares investigados como astrocitos y neuronas no se observó la 
formación de megamitocondrias (Tandler y Hoppel 1973; Wakabayashi y col., 1978; Ludwin 1978). 
Existen diversas teorías en cuanto a la etiología de la formación de las megamitocondrias, una de ellas 
indica que podría existir una alteración en los procesos normales de fisión y fusión que existen en las 
mitocondrias. Ha sido descripto por distintos autores que durante la intoxicación con CPZ existiría una 
inhibición del proceso de fisión (Wakabayashi y col., 2002). In vitro, las mitocondrias incrementan su 
tamaño cuando son sometidas a altos niveles de especies reactivas del oxígeno (EROs), en consecuencia 
la formación de megamitocondrias durante el tratamiento con CPZ podría ser considerado un 
mecanismo protectivo de la célula para reducir las ERO y las especies reactivas del nitrógeno (NROs).  




7. El sistema ubiquitina-proteasoma y su función en el sistema nervioso central  
El sistema ubiquitina proteasoma (SUP) permite a la célula eliminar proteínas biológicamente no 
útiles, incluyendo aquellas mutadas, mal plegadas, dañadas, modificadas terminalmente o acumuladas en 
exceso. La capacidad del SUP para causar una proteólisis rápida sustrato-específica también le permite 
funcionar como un interruptor molecular en muchas vías de señalización, pudiendo “apagar” de esta 
forma la función de una proteína diana determinada.  
La Ubiquitina (Ub) es una proteína pequeña de 8.5 kDa compuesta de 76 aminoácidos. En el 
proceso de ubiquitinización, la ubiquitina se encuentra covalentemente unida a los residuos de lisina de 
las proteínas diana mediante un enlace peptídico. Ubiquitinas adicionales pueden ser unidas a la primera 
ubiquitina para formar cadenas de poli-ubiquitina. Estas proteínas poli-ubiquitinizadas son transportadas 
al complejo multimérico proteasoma 26S, el cual se halla presente tanto en el núcleo como en el 
citoplasma de las células de los mamíferos. En el proteasoma, los monómeros de ubiquitina son 
liberados de la proteína blanco y son reciclados para su re-utilización (Hershko A y Ciechanover A, 
1998). La proteína blanco es posteriormente degradada por la actividad de proteasa del proteasoma. La 
ubiquitinización fue descripta por Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose y es un proceso 
que consiste en múltiples pasos, que. La Ub es activada en primer lugar por la enzima activadora de 
ubiquitina, E1. Esta activación es dependiente de ATP y resulta en la adenilación transiente de la 
ubiquitina. El AMP es luego liberado y un enlace del tipo tioester se forma entre el C-terminal del grupo 
carboxilo de la ubiquitina y el grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteína localizado en una E1 (Haas AL 
y col., 1982). La Ub es posteriormente transferida a un residuo de cisteína de la enzima conjugadora de 
ubiquitina E2 (Ubc). La Ub unida a la E2 Ubc se asocia a una ligasa de ubiquitina E3 capaz de reconocer 
a la proteína blanco específica. La Ubc es la que facilita la transferencia de la ubiquitina al complejo E3 
ligasa-proteína blanco. La E3 ligasa cataliza la formación de una unión isopeptídica entre los residuos de 
lisina de la proteína blanco y la glicina 67 del C-terminal de la Ub.  
El proteasoma 26S esta compuesto de una subunidad núcleo 20S cubierta de dos subunidades 
regulatorias 19S, una en cada extremo del core cilíndrico formando una estructura tipo barril. La 
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subunidad núcleo en si misma está formada de 4 anillos. La transferencia de la proteína poli-
ubiquitinizada al proteasoma es un proceso dependiente de ATP. La degradación proteolítica de la 
proteína blanco tiene lugar en los anillos de la subunidad núcleo luego de la remoción de los monómeros 
de ubiquitina por enzimas desubiquitinizadoras y del desplegado del sustrato. Los dos anillos internos 
son los que poseen la actividad de proteasa y cada uno está formado por siete subunidades β. Los dos 




Figura 8: Esquema de la vía ubiquitina-proteasoma. Ashok N. Hegde y Sudarshan C. Upadhya Biochimica et Biophysica 
Acta 1809 (2011) 128–140 
 
La degradación vía sistema ubiquitina proteasoma es esencial para regular diversos procesos 
celulares incluyendo, el ciclo celular, la apoptosis, la regulación de la expresión génica y las respuestas al 
estrés oxidativo. Interviene también en la comunicación intercelular durante el desarrollo así como en la 
formación de las sinapsis neurales (Schwartz AL y Ciechanover A 2009; Yi JJ y col., 2005) Desarreglos 
en el SUP llevan a la aparición de diferentes desórdenes como enfermedades neurodegenerativas, 
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neoplasias y trastornos autoinmunes. En algunas enfermedades neurodegenerativas se ha informado 
acumulación de proteínas conjugadas a ubiquitina en neuronas, tales como los ovillos neurofibrilares de 
la Enfermedad de Alzheimer y los cuerpos de inclusión de Lewy en el Parkinson.  
En nuestro laboratorio Pasquini y col., 2003 han estudiado la participación del SUP en la 
proliferación y diferenciación oligodendroglial, y utilizando de bajas concentraciones de lactacistina, un 
inhibidor específico del proteasoma 26S, sobre cultivos primarios de OLGs observaron que las tres 
actividades principales del proteasoma (actividad tríptica, quimotríptica y peptidil-glutamil hidrolasa) se 
encontraban significativamente disminuidas, y que la viabilidad celular era incrementada. El análisis de 
distintos marcadores mostró un aumento en el porcentaje de células O4, O1, MBP y PLP positivas con 
una disminución en del número de células A2B5 positivas en relación a los controles. Demostraron 
también que los OLGs tratados con lactacistina muestran procesos varias veces más grandes que los de la 
condición control, con membranas de mielina mucho más desarrolladas. El análisis cuantitativo de la 
expresión de ciertas proteínas que controlan el ciclo celular mostró un aumento de p27kip1-, ciclina D-, y 
cdk4 con una disminución en ciclina E y cdk2. Los OLGs tratados con lactacistina mostraron una 
disminución dosis dependiente de la incorporación de BrdU y en la actividad de los complejos ciclina D–
cdk4 y ciclina E–cdk2. Además fueron encontrados niveles aumentados en la expresión de algunos 
factores STATS, sugiriendo que la inhibición del proteasoma podría estabilizar señales de sobrevida y 
diferenciación que podrían ser procesadas a través de la cascada de señalización de  JAK/STAT. Por otro 
lado, Calatayud y col. (2009), también de nuestro laboratorio, demostraron que la inhibición del 
proteasoma 26S incrementa la activación del promotor de MBP por vías que involucran la estabilización 
de p27kip1 y Sp1. Basándonos en estos antecedentes decidimos investigar si el proceso de remielinización 
que normalmente ocurre luego de la desmielinización con CPZ  se ve afectado por la inhibición parcial en 
la actividad del  proteasoma 26S con lactacistina. Esto podría constituir un hecho de relevancia para 





8. Galectinas  
Las Galectinas (Gals) son una familia de lectinas filogenéticamente conservada caracterizada en 
1994 que comparten una secuencia consenso  de alrededor de 130 aminoácidos y un dominio de 
reconocimiento de hidratos de carbono (CDR) responsable de la unión a β-galactósido (Barondes y col., 
1994). Los estudios de localización de Gals han establecido que estas proteínas pueden segregarse en 
múltiples compartimentos celulares en función del estado de la célula en cuestión (Liu y Rabinovich, 
2005). La galectina-1 (Gal-1) se expresa de manera diferencial en distintos tejidos normales y patológicos y 
pareciera ser funcionalmente polivalente con diferentes actividades biológicas. Mientras que la actividad 
intracelular de Gal-1 es independiente de su actividad de lectina, su actividad extracelular es 
principalmente dependiente de ella. Por otra parte la estructura de la Gal-3 parece ser exclusiva de 
vertebrados, ya que su única cadena polipeptídica forma dos dominios estructurales diferentes, un 
dominio N-terminal atípico y un dominio C-terminal de reconocimiento de carbohidratos (Houzelstein y 
col., 2004). Se ha demostrado también una gran diferencia funcional entre ambos dominios (Mehul y col., 
1994). 
La Gal-3 es una proteína de 29-35 kDa, inicialmente identificada como Mac-2. La Gal-3 ha sido 
sugerida como un marcador de diferenciación para ciertas células. Así la diferenciación in vitro de los 
monocitos a macrófagos, se acompaña de un aumento significativo de la expresión de Gal-3 (Liu y col., 
1995). También hay un incremento de Gal-3 en macrófagos y microglía activada por la fagocitosis de la 
mielina (Reichert y col., 1999). Los mecanismos de regulación de la expresión de Gal-3 son todavía muy 
pobremente entendidos. La región del promotor del gen humano LGALS3 contiene varios elementos 
regulatorios: cinco sitios de unión putativos de Sp1, cinco elementos CRE, cuatro AP-1 y un sitio similar 
a AP-4. También hay dos sitios semejantes a NFκB y un sitio consenso para la secuencia helix-loop-helix 
(bHLH) (Kadrofske y col., 1998). Se demostró que la Gal-3 induce el crecimiento de neuritas del ganglio 
de la raíz dorsal y estimula la proliferación de las células mesenquimales (Pesheva y col., 1998; Sasaki y 
col., 1999). Por otra parte la proliferación y la diferenciación de ciertos tipos de células, se acompaña por 
un aumento o por una supresión de la Gal-3. Así en ciertos tipos de células, la Gal-3 promueve 
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crecimiento celular y proliferación, mientras que en otras tiene el efecto opuesto. En general, las Gal-3 
intracelular actúa como una molécula anti-apoptótica, mientras que la extracelular actúa como pro-
apoptóticas. En respuesta a varios estímulos apoptóticos, la Gal-3 transloca desde el citoplasma o el 
núcleo a la membrana mitocondrial y previene el daño mitocondrial, inhibiendo la liberación de 
citocromo c y una disminución de la activación de caspasas.  
Con referencia a Gal-1 se ha demostrado que en su forma oxidada que carece de actividad como 
lectina, promueve el crecimiento de neuritas y aumenta la regeneración axonal tanto de nervios 
periféricos como centrales (Kadoya y col., 2005; Rubinstein y col., 2004). El efecto anti-proliferativo de 
Gal-1 resulta de la inhibición de la vía Ras-MEK-ERK y la inducción transcripcional de p27. La 
presencia de dos sitios de unión a Sp-1 en el promotor de p27 es crucial para la respuesta de Gal-1 
(Fischer y col., 2005). La Gal-1 media la acumulación de p27 y p21 e inhibe la actividad de Cdk2 y 
finalmente detiene el ciclo en G1. Está ampliamente distribuida en el sistema nervioso central y 
periférico durante el desarrollo, es importante en la formación de la red neural del bulbo olfatorio, pero 
no hay  información acerca de su rol en otras regiones del SN. Los ratones homocigotas knock out en 
Gal-1 son viables y pueden crecer hasta el estado adulto sin anormalidades fenotípicas (Tenne-Brown y 
col., 1998). En estos ratones la subpoblación neuronal del bulbo olfatorio que expresa la Gal-1 no puede, 
sin embargo, alcanzar sus órganos blanco específicos. La Gal-1 se expresa en las neuronas ganglionares 
de las raíces dorsales con una inmunoreactividad restringida a los cuerpos neuronales, los axones y las 
células de Schwann (Fukaya y col., 2003). La Gal-1 es una proteína que se expresa endógenamente y que 
es muy importante en el desarrollo embrionario de las neuronas sensitivas y sus conexiones sinápticas. 
Hay varios trabajos que sugieren una relación entre la expresión de Gal-1 y la enfermedad neurológica. 
La expresión de la Gal-1 tanto por las neuronas como por las células gliales se relaciona con los éxitos en 
los procesos regenerativos después de un daño (Wada y col., 2003) y los niveles de anti-Gal-1 son 
significativamente más altos en pacientes con afecciones neurológicas que en los individuos sanos. 
También en la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ALS), la Gal-1 se acumula en las lesiones 
neurofilamentosas (Wada y col., 2003) y la Gal-1 oxidada tiene efectos neuroprotectivos en un animal 
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transgénico modelo de ALS (Chang-Hong y col., 2005). La diferenciación de los astrocitos que produce 
la Gal-1 ocurre vía la desfosforilación de la tirosina (Sasaki y col., 2004). 
Los efectos de las Gals sobre la sobrevida y diferenciación de los OLGs no han sido previamente 
estudiados. Por ello, es nuestro interés evaluar los efectos de las Gals 1 y 3 sobre dichos parámetros, esto 

























 Las siguientes drogas y reactivos se adquirieron en Sigma Chem. Co. (St Louis MO, USA): poli-
L-lisina; 5-Bromo-2’-deoxiuridina (BrdU); tris-(Hidroximetil)aminometano (Tris); dodecil sulfato de 
sodio (SDS); acrilamida; bisacrilamida; N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED); Coomasie brillant 
blue R-250; seroalbúmina bovina; triton X-100; tween 20; paraformaldehído; hoechst 33258; ácido 
etilendiamino tetracético (EDTA); ácido etilenglicol-bis (β-aminoetil eter)-N, N, N’, N’ tetracetico 
(EGTA); insulina bovina; progesterona; putrescina; selenito de sodio; T3; transferrina; penicilina; 
estreptomicina; biotina; 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloruro; MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil 
bromuro de tetrazolio); tripsina; Bis-(ciclohexanona)-oxaldihidrazona (Cuprizona,CPZ); 2,3-dimetoxi-6-
metil-1,4-benzoquinona; rotenona; citocromo c; NADH; succinato;  lactacistina y todos los sustratos 
utilizados para la determinación de actividades proteolíticas del proteasoma. El origen del resto de las 
drogas, reactivos y anticuerpos se detalla a continuación: marcadores de peso molecular (GE, Healthcare 
UK), membrana de polivinil difluoruro (PVDF) (Millipore Corp, USA & Canadá), los medios de cultivo 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM), Ham’s F12 (DMEM/F12) Neurobasal, B27 (Gibco, 
Grand Island, NY), suero fetal bovino (GBO), Mowiol (Calbiochem, Nottingham UK), Cocktel de 
inhibidores de proteasa (Roche, Alemania). Los anticuerpos secundarios fluorescentes y conjugados a 
peroxidasa son de Jackson Immuno Research (West Groove, USA). Anticuerpos primarios: anti-MMP2, 
anti-Smac Diablo, anti-GFP, Lamin B y anti-NFκB (subunidad p65)  de Santa Cruz Biotechnology Inc 
(Santa Cruz, CA, USA); Anticuerpos anti-NG2 (Proteoglicano Condroitin Sulfato), anti -Tubulin, RIP 
(Reactive Immunology Protein) y anti-Neu-N de Millipore Corporation (USA & Canadá). Anticuerpos 
anti-GFAP conjugado a Cy3, anti-CNPasa (2’,3’-ciclo nucleótido 3’ fosfodiesterasa, anti-NF 200 
(Neurofilamento 200) y anti BrdU de Sigma Chem. Co. (St Louis MO, USA). Anticuerpos anti-PDGFrα, 
anti-GFAP (Glial fibrillary acidic protein), anti-PLP (proteolípido de la mielina), anti-Nestina, anti-IL1β 
anti-TNFα y anti-Caspasa 3 clivada de Neuromics (Edina, MN, USA). Anticuerpos anti-ED1 y anti-
GAPDH de Abcam (Cambridge, MA, USA). Anticuerpo anti-CD11b de Chemicon Int'l (Temecula, 
CA). Anti-HNE Fluorophore (Anti-Nα-Acetyl lysine-4-hydroxy-2-nonenal Fluorophore) de Calbiochem. 
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Los siguientes anticuerpos nos fueron generosamente cedidos: anti-MBP, anti-O4, anti-O1 y anti-A2B5 
por el Dr. Anthony Campagnoni (Mental Retardation Research Center, University of California in Los 
Angeles). El anticuerpo anti-galectina 1 fue preparado en el laboratorio del Dr. Rabinovich. Colorantes: 
Kit para determinación de proteínas, Violeta de cresilo y Sudan Black B stain, Biopack (Argentina). Los 
factores de crecimiento: factor de crecimiento derivado de plaquetas humano (PDGF-AA) y el factor de 
crecimiento fibroblástico básico humano (bFGF) (Preprotech México, S.A.) Todos los demás solventes 
y reactivos empleados en este trabajo fueron de grado analítico.  
 
Animales:  
Se utilizaron ratas Wistar recién nacidas para realizar los cultivos primarios de Astrocitos y 
Oligodendrocitos que fueron provistas por el Bioterio de la Cátedra de Química Biológica Patológica. 
Para los experimentos en vivo se utilizaron: ratones Swiss; ratones cepa C57BL/6 (wild type, WT) y 
animales con este mismo fondo genético que expresan la proteína verde fluorescente mejorada (EGFP) 
bajo la regulación de los promotores de la CNPasa en células oligodendrogliales (CNP::EGFP) 
descriptos por Belachew et.al. 2001 y Yuan et.al. 2002.  Para identificar los ratones transgénicos, los 
animales fueron observados entre el día 1 y 3 postnatal bajo una lámpara que emite una luz con una 
longitud de excitación de entre 460-495 nm (FBL/Basic-B&N-01). Los ratones heterocigotas, 
CNP::EGFP fueron reconocidos por la observación in vivo del bulbo olfatorio que emite fluorescencia 
verde utilizando un filtro de 500-550 nm (FHS/EF-3GY2) incorporado en un par de anteojos (FHS/F-
00) obtenidos de BLS (Budapest, Hungría). Los animales crecieron en grupos de cuatro por jaula, bajo 
un ambiente de temperatura controlado (24±2 ºC) con un ciclo de de luz/oscuridad de 12 hs y con 
acceso libre a agua y comida. Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo a las 
recomendaciones nacionales e internacionales de manejo y cuidado de animales de laboratorio para 





Evaluación de sobrevida:  
La sobrevida de 50 animales WT y 49 CNP::EGFP fue evaluada mediante el test de Kaplan 
Meier según fue descripto por Pollock y col. 1989. El cálculo de la sobrevida se continuó hasta la muerte 
del último animal transgénico.  
 
Inducción de desmielinización por Cuprizona (CPZ):  
Ratones machos de 8 semanas fueron alimentados con una dieta estándar en polvo con o sin el 
agregado de CPZ en una concentración final de 0,2% p/p. durante 6 semanas (período de 
desmielinización).Luego fueron sometidos a una dieta libre de CPZ durante 2 semanas (período de 
remielinización).  
 
Inyección intracraneal con un inhibidor del proteasoma:  
El 5º día del período de remielinización los animales fueron inyectados intracranealmente (ICI) 
con 3 µl de una solución 40 µM de lactacistina ó con 3 µl de vehículo (2% DMSO), generándose 4 
grupos de experimentación: controles inyectados con vehículo (C), controles inyectados con lactacistina 
(C-L), animales alimentados con CPZ e inyectados con vehículo (CPZ) y ratones alimentados con CPZ 
y tratados con lactacistina (CPZ-L). Para la realización de la ICI los animales fueron anestesiados con 
una inyección intraperitoneal de Ketamina/Xilazina (75mg/kg y 10mg/kg peso corporal, 
respectivamente). La ICI se realizó en el Cuerpo Calloso utilizando las siguientes coordenadas, 0.78 mm 
caudal al bregma, 0.5 lateral respecto de la línea media y a 2 mm de profundidad desde la corteza. La 
infusión de las soluciones se realizó durante un período de 5 minutos y la aguja fue removida de su lugar 
2 minutos más para evitar el reflujo. Luego del tratamiento, se incorporó paracetamol al agua de los 
animales (2 g/l) para evitar el dolor inducido por la ICI. Todos los procedimientos de evaluación fueron 





Actividades Proteolíticas del Proteasoma 26S:  
Los cerebros fueron  homogeneizados en un buffer de solubilización conteniendo: KCL 
12.5mM, Tris-acetato a ph 7.5, EGTA 80 mM, β-mercaptoetanol 6.25 mM y 0.17% octyl-d 
glucopiranósido.  Luego de centrifugarlos a 100.000g por 30 min, muestras de la fracción soluble fueron 
utilizadas para medir las tres actividades proteolíticas principales del proteasoma-26s como fue descripto 
por Beyette y col., (1998). Para determinar las actividades tríptica y quimotríptica las muestras 
conteniendo 100 μg de proteínas fueron incubadas con 100 μl de 100 mM HEPES-HCL (pH 7.5)  
conteniendo 50 μM del sustrato correspondiente (Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-7-amido-4-metilcumarina o Ala-
Ala-Phe-7-amido-4-metilcumarina, respectivamente) durante 30 min a 37°C. La reacción fue detenida 
con el agregado de 100 l de 220 mM buffer acetato y las proteínas no degradadas fueron precipitadas 
durante 30 min a 4°C. Un sobrenadante claro fue obtenido por centrifugación a 400 xg durante 30 min a 
4°C. Una alícuota de 200 l del sobrenadante fue mezclada con 2 ml de agua destilada y la fluorescencia 
fue medida en un espectrofluorómetro Hitachi F1200 (Tokyo, Japan), a una longitud de onda de 
excitación y emisión de 370 y  430 nm respectivamente. Blancos libres de proteínas fueron incluidos en 
el experimento, y una curva de calibración fue preparada con 7-amino-4-metilcumarin. Las actividades 
proteolíticas fueron medidas en presencia y en ausencia de 50 μM de lactacistina.  
 
Aislamiento de Mielina:  
La fracción de mielina purificada se aisló del cerebro entero. Los cerebros fueron 
homogeneizados en 10% (p/v) de sacarosa 0.32M a 4 ºC y el homogenato total fue fraccionado por 
ultracentrifugación para obtener la fracción de mielina purificada empleando el método de Norton y 
Poduslo 1973 con ligeras modificaciones. La fracción de mielina purificada fue utilizada inmediatamente 






Extracción de Lípidos y Determinaciones Químicas:  
Una fracción de la alícuota purificada fue extraída con una mezcla 2:1 de cloroformo:metanol 
(V/V) de acuerdo a la técnica descripta por Floch y col., (1957) y la fracción total obtenida fue utilizada 
para el análisis de los lípidos. La determinación de fosfolípidos fue realizada según Chen y col., (1956), 
los galactolípidos  de acuerdo a Lewin y Hess (1965) y el colesterol utilizando el método de Searcy y 
Bergquist (1960).  
 
Western Blot:  
La concentración proteica de las muestras fue determinada utilizando el kit de BioRad.  Las 
distintas muestras obtenidas a partir de las diferentes situaciones experimentales fueron separadas 
electroforéticamente utilizando geles de poliacrilamida con SDS y posteriormente fueron 
electrotransferidas a membranas de PVDF. Luego de permanecer toda la noche a 4 ºC en una solución 
de leche descremada al 5% o suero fetal bovino (SFB) al 5% en PBS con 0.1% de Tween-20 para 
bloquear los sitios de pegado inespecífico, las membranas fueron incubadas con un volumen adecuado 
de los diferentes anticuerpos primarios preparados en una solución de bloqueo durante diferentes 
tiempos a 37ºC. Se realizaron 3 lavados de 5 min y 3 lavados de 10 min cada uno con PBS con 0.1% de 
Tween-20 y posteriormente se incubó con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado a 
peroxidasa durante 90 min a 37 ºC. Luego de sucesivos lavados, la reacción fue visualizada con una 
técnica colorimétrica incubando la membrana con una solución de 3-3´ diaminobencidina (DAB) 
0.035% NiNH4SO4 2.5%, H2O2 0.1% en acetato de sodio 0.1M pH 6. 
Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron los siguientes: anti-MBP 1/3000;  anti-
galectina 1/1000; anti-galectina 1/1000; anti-GFAP (1:2000); anti-CNPasa (1:500) y anti-β-tubulina 
(1:5000), 
La cuantificación de las bandas fue realizada por densitometría (intensidad óptica relativa) con el 




Aislamiento de fracción mitocondrial:  
 Las mitocondrias purificadas fueron obtenidas a partir de frascos de cultivo de 75 cm2 con 
cultivos gliales mixtos u homogenatos de cerebro de ratón de las diferentes situaciones experimentales 
por centrifugación diferencial en gradiente de sacarosa, según fue descripto por De Robertis y col., 
(1962). La concentración de proteínas fue determinada según el método de Lowry y col., (1951) 
Alícuotas de las diferentes muestras fueron utilizadas para la medición de la actividad de los complejos 
mitocondriales y para la determinación por SDS-PAGE (como fue previamente descripto) de la 
expresión de las siguientes proteínas con los correspondientes anticuerpos: CNPasa (1/1000), GAPDH 
(1/5000), lamin B (1/500), Smac-Diablo (1/1000) y GFP (1/500). 
 
Ensayo de la actividad de Caspasa-3 
 Se determinó la actividad de caspasa-3 en lisados de células cultivadas utilizando un ensayo que 
depende de la escisión de un tetrapéptido sintético fluorogénico, Ac-DEVD-AMC, específico para las 
caspasas. Los niveles de fluorescencia relativa del producto liberado (AMC) se midieron en un 
espectrofluorómetro Kontron, usando una ʎ de excitación de 380 nm y una ʎ de emisión de 430nm. la 
reacción de bloqueo se llevó a cabo usando el inhibidor específico de la caspasa-3, Ac-DEVD-CHO. 
Los resultados se normalizaron frente a la concentración de proteína del lisado celular.  
 
Determinación de oxidantes: 
 El nivel de oxidantes se evaluó utilizando la sonda DCDCDHF. Esta prueba interactúa con 
especies oxidantes y puede ser visualizada por su fluorescencia. Las células sometidas a los diferentes 
tratamientos se incubaron previamente con DMEM que contiene 50 uM de DCDCDHF. Después de 30 
min a 37°, las células se lavaron con PBS y después se incubaron en PBS que contenía 0,1% de Igepal. 
Después de 30 min de incubación con agitación, la fluorescencia se midió a 525 nm (ʎ excitación 
475nm). La determinación del contenido de ADN se llevó a cabo adicionando a la muestra de 50 uM de 
Ioduro de propidio. La fluorescencia se determinó a una ʎ de excitación 538 nm y ʎ de emisión 590nm. 
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Los resultados se expresaron en un porcentaje relativo al control como la relación entre la fluorescencia 
entre DCDCDHF/ioduro de propidio.  
 
Actividad de los Complejos Mitocondriales:  
 Las actividades fueron evaluadas en la fracción mitocondrial inmediatamente después del 
aislamiento. El complejo I fue medido evaluando una disminución en la absorbancia de NADH a 340 
nm, que conduce a la reducción de la benzoquinona. Los complejos I-III fueron determinados midiendo 
un aumento en la absorbancia a 550 nm por la reducción del citocromo c utilizando NADH como 
sustrato. Los complejos II y III fueron medidos usando succinato como sustrato midiendo la reducción 
de citocromo c a 550 nm. (Morais Cardoso y col., 1999) 
 
Preparación de los tejidos:  
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina/Xilazina (75 mg/kg y 10 mg/kg 
peso corporal, respectivamente) para ser luego perfundidos a través del ventrículo izquierdo con PBS 
heparinizado y fijados con paraformaldehído al 4% en PBS. Al finalizar la perfusión, los cerebros fueron 
cuidadosamente disecados e inmersos en la misma solución fijadora toda la noche a 4C. Posteriormente 
se transfirieron a una solución de sacarosa 15% en PBS a 4C por 48hs y luego sacarosa 30% en PBS por 
24hs. El tejido fue cortado en secciones coronales de 20 ó 40 m en un crióstato Microm, Zeiss-Leica 
CM 1850, recolectados por el método de flotación en glicerol:PBS (1:1) y guardados a -20°C hasta su 
utilización.  
 
Tinción con Negro Sudan:  
Las secciones flotantes fueron montadas en portaobjetos previamente gelatinizados. Luego de 
secarse durante toda la noche a temperatura ambiente fueron lavados con etanol 70% durante 5 min y 
posteriormente teñidos con una solución de Sudan Black 0.5% en etanol 70% durante 30 min. El exceso 
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de tinción fue removido con sucesivos lavados con etanol 70%. Los cortes fueron montados con un 
medio de montaje acuoso (Glycerine Jelly) y fotografiados con un  microscopio Olympus BX50.  
 
Tinción con Violeta de Cresilo:  
Los cortes en flotación fueron montados en portaobjetos previamente gelatinizados e inmersos 
en una solución de Violeta de Cresilo al 0.1% en durante 30 minutos. El exceso de tinción fue removido 
con lavados sucesivos en etanol 70% y 100%. Los preparados fueron montados con Bálsamo de Canadá 
Sintético (Biopack) y avaluados en un microscopio Olympus BX50. 
 
Inmunohistoquímica:  
Los cortes de tejido en flotación fueron lavados dos veces con PBS (pH 7.4) y luego con PBS 
0.1% Tritón X100 (únicamente para antígenos intracelulares), posteriormente se bloquearon por 2 horas 
con una solución que contiene 5% SFB en PBS, y la incubación con el anticuerpo primario se realiza 
durante toda la noche a 4°C. Las secciones se incubaron luego con los anticuerpos secundarios 
correspondientes conjugados a un fluorocromo por 2 horas a 37ºC. Para cuantificar el número de células 
positivas, los cortes fueron teñidos con Hoechst 33258 (1 g/l por 10 minutos) para identificar el 
núcleo celular. Los preparados se montaron con Mowiol y se examinaron en un microscopio de 
fluorescencia Olympus BX50 el cual contiene une cámara digital Cool-Snap o en un microscopio 
confocal. Para el análisis cualitativo y cuantitativo de las imágenes se utilizaron el software Image-Pro 
Plus (versión 5.1) y el Image J. 
Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron los siguientes. Anti-A2B5 (1/20); 
anti-NG2 (1/150); anti-PDGFrα (1/100); anti-CNPasa (1/1000); anti-RIP(1/10000); anti-PLP (1/100); 
anti-MBP 1/300; anti-GFAP (1/1200); anti-NFκB (1/100); anti CD11b (1/200); anti ED1 (1/100); anti-





Incorporación de Bromodeoxiuridina (BrdU):  
Para evaluar la proliferación celular, animales de cada grupo fueron inyectados  
intraperitonealmente (50 g/kg peso corporal) 24 hs antes del sacrificio. Para las tinciones  
inmunohistoquímicas el tejido fue procesado según fue previamente detallado. 
Las secciones flotantes fueron incubadas durante 1 hora en HCL 6N para permeabilizar y desnaturalizar 
el ADN. Borato de sodio 0.1M en PBS durante 10 min fue utilizado para detener la reacción. Luego de 
un lavado con PBS con 0.1% de Triton X-100 por 10 min,  los cortes fueron bloqueados con una 
solución de PBS con 5% SFB durante 2 hs a 37ºC y posteriormente incubados con un anticuerpo anti-
BrdU (1/1000) toda la noche a 4ºC. Las secciones fueron lavadas sucesivas veces con PBS y incubadas 
con el anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo  CY2 o CY3.  
 
Evaluación de especies reactivas del oxigeno (ERO):  
Para esta determinación se utilizaron extractos totales de tejido obtenidos a partir de hipocampo 
y cuerpo calloso de animales CNP::EGFP y WT. La concentración proteica de las muestras fue 
determinada como fue anteriormente descripto por Lowry et. al. (1951) y alícuotas de 500 µg fueron 
inmunoprecipitadas con el anticuerpo HNE. Los precipitados fueron separados por SDS-Page, 
transferidos a membranas de PVDF e incubados con anti-HNE (1/500), seguido del correspondiente 
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa. El resultado fue visualizado utilizando una reacción 
colorimétrica. La cuantificación de las bandas fue realizada por densitometría (intensidad óptica relativa) 
con el software Gel Pro Analyzer 4.0.  
 
Cultivos primarios de oligodendrocitos (OLGs):  
Los cultivos fueron realizados básicamente de acuerdo al protocolo descripto por McCarthy y de 
Vellis , donde a partir de un cultivo mixto de células gliales fueron purificados los OLGs gracias a su 
adhesión diferencial. Los hemisferios cerebrales de ratas recién nacidas (día postnatal 1 ó 2) fueron 
disecados, liberados de sus meninges y disociados generosamente en DMEM con Ham´s F12 (1:1 v/v)  
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conteniendo 5 µg/ml de estreptomicina y 5 U/ml de penicilina suplementado con 10% SFB. La 
suspensión de células fue sembrada en frascos de cultivo de 75 cm2  cubiertos con poly-L-lisina a los que 
se les cambió el medio cada 3 días. Luego de 14 días en cultivo, la microglía fue separada agitando los 
frascos a 150 rpm durante 30 min en un agitador orbital. Los OLGs fueron separados de los astrocitos 
por agitación continua durante 24 hs a 240 rpm. La suspensión celular obtenida fue filtrada a través de 
una malla (filtro) de 15 μm y luego centrifugada a 1500 rpm durante 10 min. Los OLGs así obtenidos 
presentan una pureza del 95 %, evaluada por su inmunotinción positiva al anticuerpo O4.  Cuando fue 
necesario se realizó un tratamiento previo con factores de crecimiento (PDGF y FGF, 5 ng/ml de cada 
uno) para ser sincronizados en células progenitoras (OPC). Para obtener OLGs diferenciados (ODC), las 
células se cultivarán en un medio químicamente definido para glia (GDM: DMEM/F12 suplementado 
con glucosa 4 g/l, NaHCO3 2.4 g/l, insulina 25 mg/l, putrescina 8 mg/l, progesterona 20nM, selenito de 
sodio 8ug/l, biotina 10 µg/l) en ausencia de factores. Para los estudios bioquímicos las células fueron 
sembradas en cápsulas de Petri cubiertas con poli-L-lisina y sobre cubreobjetos en multicubetas de 24 
pocillos para los estudios morfológicos e inmunocitoquímicos.   
 
Cultivos de astrocitos:  
El procedimiento fue  realizado como fue descripto para los cultivos de OLGs. Luego de 14 días 
en cultivo los astrocitos fueron separados de la microglía y de los OLGs por agitación continua a 240 
rpm durante 24 hs en un agitador orbital. Para asegurarse la completa remoción de los OLGs y la 
microglía la agitación fue repetida cada 2 días. Los astrocitos fueron despegados del frasco de cultivo con 
Tripsina al 1% en solución de Hank´s durante 10 min, que fue neutralizada con SFB. Las células fueron 
resuspendidas en GDM y sembradas en cápsulas de Petri previamente cubiertas de poli-L-lisina. La 
pureza de las células fue de alrededor del 95%, células planas, redondas, poligonales y alargada, GFAP 





Cultivo de la línea celular N20.1:  
 La línea oligodendroglial fue cedida por el laboratorio del Dr. Campagnoni 
(Universidad de California, Los Angeles , USA). Las mismas fueron obtenidas a partir de un cultivo 
primario de oligodendrocitos de 7 días donde todas las células eran precursoras y fueron inmortalizadas 
por un retrovirus pZIPSVtsA58 que codifica para una proteína Tag sensible a la temperatura. Las células 
crecen a una temperatura permisiva de 34ºC en frascos de cultivo de 75 cm2 en DMEM/F12 
conteniendo 10% de SFB y 100 µg/ml del antibiótico G418 (Geneticina). Para realizar los experimentos 
se las cambia a una temperatura no permisiva de 39ºC donde dejan de dividirse y comienzan a 
diferenciarse hasta llegar a una morfología similar a oligodendrocitos maduros (Verity y col., 1993).  
 
Determinación de viabilidad celular:  
 El ensayo de MTT fue realizado según Mosmann, (1983). El MTT fue disuelto en PBS (5 
mg/ml) y esterilizado por pasaje a través de un filtro de Millipore de 0.22 μm. La solución fue agregada a 
las células en cultivo en una microplaca y fueron incubadas a 37ºC durante 45 min. Aquellas células 
viables con mitocondrias funcionales clivan el anillo de tetrazolio generando un producto de reacción 
azul oscuro, el formazán. Luego del agregado de SDS 5% en 0.05M HCL para detener la reacción, el 
producto fue cuantificado espectrofotométricamente a 570 nm. En aquellos casos en los que CPZ fue 
agregada al medio de cultivo, dado que la misma absorbe a esta longitud de onda, los valores fueron 
corregidos por sustracción de la absorbancia de la CPZ a la concentración presente en la mezcla.  
 
Inmunocitoquímica:  
Las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% en PBS durante 1 hora a temperatura 
ambiente, y se trataron con glicina al 1% en PBS durante 15 minutos. Luego, y dependiendo de la 
ubicación del antígeno (citosólico o de membrana) se trataron con o sin Tritón X100 al 0.1 % en PBS 
durante 15 minutos. Las células fueron bloqueadas con SFB al 5% en PBS durante 2 horas a 37C, e 
incubadas durante toda la noche a 4C con el anticuerpo primario. Se realizaron sucesivos lavados con 
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PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a un fluorocromo. Después de la 
inmunotinción, los núcleos se marcaron con Hoechst 33258 (5 g/ml en 1% DMSO), para determinar 
el número total de células. Luego de montar el preparado con Mowiol fueron fotografiados en un 
microscopio de epifluorescencia Olympus BX50 acoplado a una cámara digital Cool-Snap Los 
anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron los siguientes: anti-NFκB (1/100); anti-galectina-
1 (1/100); anti-A2B5 (1/50); anti-PDGFrα (1/100); anti-MBP (1/300); O4(1/50); O1(1/100); anti-
GFAP (1/1500); anti-CD11b (1/100) ;anti-ED1 (1/100)… 
 
Análisis por citometría de flujo:  
Los OLGs obtenidos a partir de los cultivos primarios previamente descriptos y sometidos a los 
diferentes tratamientos, fueron cosechados en su medio de cultivo y centrifugados a 500 g durante 5 min. 
Luego de varios lavados con PBS, fueron utilizados para: el análisis de los diferentes estadios del ciclo 
celular utilizando el CycletestTM  Plus DNA Reagent Kit  siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
Las detecciones fueron llevadas a cabo en un Mod Fit LT cell cycle análisis software (Verity Software, 
Topsham, ME).   
 
Zimograma:  
Los OLGs fueron cultivados en GDM en cápsulas de Petri previamente cubiertas de poli-l-lisina 
(2 x 106 por placa) y luego de diferentes tiempos de incubación  sus respectivos sobrenadantes fueron 
recolectados (medio condicionado) y centrifugados a para remover los debris celulares.  
El medio condicionado fue diluido 4:1 en un buffer muestra sin agentes reductores (10 mM Tris-HCL 
pH 6.8, 2% SDS, 40% glicerol y 0.06% azul de bromofenol) y fue analizado por SDS-PAGE en un gel 
de poliacrilamida al 10%  conteniendo 0.1% P/V de gelatina. Luego de la electroforesis los geles fueron 
lavados 6 veces durante 5 min con PBS con 2.5% de Triton X-100 para remover el SDS, seguido de 
otros 6 lavados por 5 minutos con PBS. Los geles fueron incubados 24 hs a 37ºC en TrisHCL 1.5M 
pH8.8 yCaCl2 5 mM para recuperar la actividad enzimática y posteriormente teñidos con 0.25% azul 
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brillante de Coomassie  durante 2 hs y decolorados con una solución de agua:metanol:ácido acético 
48:45:7. Las áreas donde hay actividad gelatinolítica fueron observadas como bandas blancas en un 
fondo azul. Los geles fueron escaneados para su cuantificación por la intensidad de la banda. 
 
Aislamiento de proteínas citosólicas y nucleares:  
Las proteínas de los extractos nucleares y citoplasmáticos fueron purificadas mediante los 
reactivos de extracción de Pierce NE-PER de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Pierce, Rokford, 
IL). 
 
Estudios de microscopía electrónica:  
Para los estudios de microscopía electrónica, entre 4 y 6 animales fueron decapitados a las 8 
semanas de vida. Los cerebros fueron rápidamente removidos y colocados en hielo. El CC y el No 
fueron disecados y colocados en un tubo. Las muestras fueron fijadas de forma inmediata luego de su 
extracción con una solución de formaldehído 4% y glutaraldehido 2% en buffer cacodilato 0.1M durante 
al menos 45 minutos a 4ºC. Los tejidos fueron posteriormente lavados tres veces en buffer cacodilato y 
post-fijados en tetraóxido de osmio 1% durante 1-2 hs. Luego de deshidratarlos en soluciones de 
acetona de concentración creciente (50%, 70%, 90%), se realizó la inclusión de las muestras en mezcla 
epoxy compuesta de araldita 506 (48.5%), anhídrido dodecenilsuccínico (48.5%), dibutilftalato (0.5%) 
dimetilaminobenceno (2.5%). Secciones finas fueron cortadas con un cuchillo de diamante en un 
ultramicrótomo JEOL JUM-7 (Nikon, Tokio, Japón) y teñidas en acetato de uranilo y citrato de plomo. 
Cortes ultarfinos fueron examinados utilizando un microscopio electrónico Zeis Leo 906 E equipado 
con una cámara digital Megaview III.  
 
Análisis morfométrico de las micrografías electrónicas:  
Secciones sagitales del CC y del NO de al menos 3 animales diferentes por cada condición 
experimental, fueron sometidos a un análisis cuantitativo para determinar los siguientes parámetros: (a) 
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el porcentaje de axones correctamente mielinizados por campo; (b) diámetro axonal interno, diámetro 
del axón junto con la mielina y cálculo del radio entre ambos parámetros, definido como el g-radio; (c) el 
número de vueltas de la membrana e mielina alrededor del axón y (d) el número de mitocondrias por 
axón. El software Image J fue utilizado para el análisis de las imágenes. El porcentaje de axones 
mielinizados fue medido en veinte campos al azar (aumento final 6000x) de cada condición 
experimental. Entre 300 y 500 axones mielinizados fueron medidos para determinar el diámetro axonal y 
el g-radio. Para el análisis del número de vueltas de la mielina alrededor de 10 axones por cada condición 
experimental fueron analizados. Los análisis estadísticos de los resultados fueron llevados a cabo usando 
el t- test de Student. Un p < 0.05fue considerado estadísticamente significativo. El análisis estadístico fue 
realizado con el GraphPad Prism 4.0.  
 
Estudios de comportamiento:  
Machos CNP::EGFP y WT de 8-9 semanas de edad, crecieron en grupos de 4 en una atmósfera 
controlada a 20-23ºC de temperatura, con acceso libre a comida y agua y con un ciclo día/noche de 
12hs/12hs, prendiéndose la luz a las 06:00 AM. Los experimentos de comportamiento fueron realizados 
entre las 10:00 y las 14 hs con una diferencia de 24 hs entre los distintos ensayos comportamentales. Se 
realizaron los siguientes ensayos: laberinto en cruz elevado (plus-maze); campo abierto con agujeros 
(hole board); actividad locomotora y malla invertida (inverted screen), para medir ansiedad, exploración, 
actividad locomotora y coordinación motriz, respectivamente. Para todos los experimentos de 
comportamiento el investigador era “ciego” en relación a si se evaluaba un ratón CNP::EGFP o WT. 
Luego de cada experimento los aparatos fueron cuidadosamente limpiados para eliminar rastros del 
ensayo anterior.  
 
Elevated Plus-Maze test:  
El ensayo de laberinto en cruz elevado consiste en un laberinto de dos ramas abiertas de 25 cm x 
5 cm cruzado por dos ramas cerradas de las mismas dimensiones con acceso libre a todas las ramas 
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desde el punto de entrecruzamiento. Las ramas cerradas poseen paredes de 15 cm. de alto alrededor. El 
laberinto de encuentra suspendido a 50 cm. del piso de la habitación. Los ratones fueron colocados en la 
parte central del cruce de las ramas mirando hacia una rama abierta. El número de entradas y el tiempo 
pasado en las ramas abiertas se contaron durante 5 min con luz tenue roja. También, se determinó la 
actividad exploratoria total (número de entradas en las ramas abiertas y cerradas).  (Lister, 1987).  
 
Hole-Board assay:  
El aparato empleado consiste en una caja de plexiglás negro de 60 x 60 cm de lado, con paredes 
de 30 cm de altura (sin superficies reflectantes), cuyo piso posee 4 agujeros equidistantes de 2 cm de 
diámetro. Cada agujero tiene un par “emisor/detector” de luz infrarroja, opuestos y perfectamente 
alineados. Las interrupciones de los haces de luz por un ratón, así como la duración de las mismas, 
fueron registradas en la computadora conectada al aparato y analizadas por un programa Visual Basic. 
Interrupciones de duración menor a 100 mseg no fueron registradas (Fernandez et. al. 2006). El ensayo 
fue realizado con luz tenue e indirecta. Cada animal fue colocado en el centro del campo abierto y se le 
permitió explorar libremente el aparato por 5 minutos; el número de orificios explorados (“head dips”) y 
el tiempo de permanencia de la cabeza dentro del orificio, así como el número de veces que se alzan 
sobre las dos patas traseras (“rearings”) fueron medidos.  
 
Ensayo de actividad locomotora:  
El aparato consiste en una caja de plexiglás transparente de 15 cm x 30 cm, con paredes de 15 
cm de altura. La caja posee 15 pares “emisor/detector” de luz infrarroja ubicados en paredes opuestas, 
perfectamente alineados y a 3 cm del piso (Fernandez et. al. 2006). El ratón se introdujo en el centro de 
la caja y se lo dejó explorar libremente durante 5 min. El desplazamiento horizontal del animal produce 
las interrupciones de los haces de luz que son detectadas y registradas por un programa Visual Basic en 




Ensayo de malla invertida:  
Este ensayo fue utilizado para evaluar la coordinación motriz (Coughenour et.al. 1977). Los 
ratones fueron colocados en una malla de alambre de 13 x 13 cm elevada 40 cm del suelo. Luego de 
invertir suavemente la malla a un angulo de 180º, se evaluó el tiempo que le toma al animal trepar encima 
de la malla. También se evaluó el número de animales que se cayeron en el intento. Aquellos ratones que 
no subieron con sus 4 patas a la superficie superior de la malla fueron contabilizados como fracasos. Un 
tiempo de 150 segundos fue impuesto como el tiempo máximo de corte. El ensayo de malla invertida 
requiere fuerza y coordinación por parte del animal. En ocasiones el animal necesita estar entrenado para 



















1. Dilucidar el mecanismo que lleva a la desmielinización inducida por cuprizona (CPZ). 
Cabe aclarar que mi participación en los experimentos realizados para alcanzar los resultados 
presentados en este capítulo no fue protagónica, sino que colabore con la realización de los 
experimentos y aprendí muchas técnicas que fueron útiles para mi formación doctoral. De mi autoría 
son aquellos resultados  en relación con la evaluación de las actividades de los diferentes complejos de la 
cadena respiratoria mitocondrial. Estos resultados fueron incluidos en la presente tesis porque ayudaron 
a mi formación doctoral y porque fueron la base para la proposición y discusión de los dos trabajos de 
investigación de mi exclusiva autoría presentados en los siguientes capítulos.  
 
1.1 Evaluación del efecto de la cuprizona sobre cultivos primarios de oligodendrocitos de rata. 
Primeramente decidimos evaluar si la CPZ tiene un efecto directo sobre la viabilidad de las células 
oligodendrogliales. Para ello, cultivamos y purificamos OLGs y los tratamos con concentraciones 
crecientes de CPZ llegando hasta 1000 µM durante 48 y 72 hs. Inesperadamente observamos que la 
viabilidad celular evaluada por el método de MTT no era significativamente afectada en comparación a 
los controles (Figura 1 A). Seguidamente se estudió si mediadores de toxicidad oligodendroglial eran 
generados desde los astrocitos tratados con CPZ. Así, realizamos experimentos en los cuales cultivos 
primarios de astrocitos fueron tratados con distintas concentraciones de CPZ durante 24 hs. Los medios 
condicionados a través de dicho tratamiento fueron utilizados para tratar cultivos primarios de OLGs. El 
ensayo fue realizado en presencia y ausencia de una nueva dosis de CPZ a una concentración de 1000 
µM. En la Figura 1 B se muestra que no hay cambios en la viabilidad celular de los OLGs tratados en 






Como esta descripto en la bibliografía (Hiremath, M.M. y col.,1998), el tratamiento in vivo con CPZ 
induce una rápida proliferación y acumulación de microglía/macrófagos en las áreas afectadas. Las 
células microgliales son productoras de citoquinas tales como TNFα e INFγ, que podrían mediar la 
toxicidad de la CPZ sobre los OLGs. Se realizaron estudios de viabilidad en OLGs tratados con 
concentraciones  crecientes de dichas citoquinas y se eligieron concentraciones en las cuales estas 
moléculas no afecten la viabilidad. Cuando cultivos primarios de OLGs son tratados con  
concentraciones de entre 0 ng/ml y 50 ng/ml de estas citoquinas durante 72 hs, lo cual de acuerdo a 
nuestras observaciones previas no afecta significativamente la viabilidad celular, junto con 1000 μM de 
CPZ se observó una disminución significativa de la viabilidad celular (Figura 1 C).  
 
1.2  Análisis de cambios en la proliferación oligodendroglial inducidos por tratamientos con 
citoquinas pro-inflamatorias y cuprizona. 
Con el objetivo de evaluar el estado proliferativo de los OLGs, utilizando la técnica de citometría de 
flujo analizamos el ciclo celular de estas células en presencia y ausencia de CPZ con/sin el agregado de 
las  citoquinas inflamatorias previamente mencionadas. En presencia de TNFα y/o INFγ o en presencia 
solamente de CPZ, se observó un 35% de incremento en el porcentaje de células en fase S. Este 
porcentaje se elevó a un 46% cuando el cultivo fue llevado a cabo en presencia de citoquinas y CPZ 
(Tabla 1).  
 
Tabla 1: El ciclo celular de OLGs tratados durante 24h en presencia y ausencia de CPZ (1000 μM), y/o TNFα (50ng/ml) 
y/o INFγ (50ng/ml) fue evaluado por citometría de flujo. Los resultados son expresados como   porcentaje de células en las 
diferentes fases del ciclo celular (G0-G1, G2-M y fase S). Los valores son la media ± SEM de tres experimentos 
independientes. Las diferencias significativas en la fase S fueron evaluadas relativas a GDM (condición control). p< 0.05 fue 




1.3 Estudio del efecto de la cuprizona sobre la actividad de los complejos mitocondriales. 
Ya que han sido descriptas diversas alteraciones mitocondriales durante la intoxicación con CPZ, 
decidimos investigar las actividades de los complejos I, I-III y II-III de la cadena respiratoria 
mitocondrial en mitocondrias aisladas de cerebros de ratón sometidos a intoxicación con CPZ durante 
distintos tiempos. Evaluamos también la actividad de los complejos mencionados en mitocondrias 
aisladas a partir de cultivos mixtos de células gliales previamente tratados con 1000 µM durante 72hs.  
Nuestros resultados muestran una disminución significativa en las actividades de los complejos de la 
cadena respiratoria I-III (Figura 2 A) y II-III (Figura 2 B) de mitocondrias aisladas a partir de cerebros 
de ratones sometidos a una intoxicación con CPZ durante 3 y 6 semanas. Resultados similares fueron 
obtenidos en las actividades del complejo I (Figura 2 C) y del I-III (Figura 2 D) analizados en 
mitocondrias aisladas de cultivos mixtos de células gliales tratadas durante 72hs con concentraciones de 






1.4  Análisis de la producción de especies reactivas del oxígeno en oligodendrocitos tratados 
con citoquinas pro-inflamatorias y/o cuprizona. 
La producción de agentes oxidantes fue evaluada utilizando la sonda DCDCDHF. La misma 
atraviesa la membrana plasmática y al oxidarse es convertida en un compuesto fluorescente. En OLGs 
primarios de rata tratados con TNFα o CPZ solamente, se observó un aumento significativo en la 
presencia de agentes oxidantes en relación a sus respectivos controles. Paralelamente en presencia de 
69 
 
TNFα junto con CPZ este incremento fue mucho mayor. Por el contrario cuando el INFγ fue analizado 
solo o en presencia de CPZ, la generación de agentes oxidantes fue similar a los controles (Figura 3).  
 
Las especies reactivas del oxigeno derivadas de la mitocondria (EROs), han sido propuestas como 
agentes iniciadores de la apoptosis. El incremento de los EROs ocasiona peroxidación lipídica de la 
membrana mitocondrial y desencadena en estas organelas la liberación de proteínas activadoras de 
caspasas tales como citocromo c. Con el fin de evaluar si este fenómeno es inducido en OLGs tratados 
con CPZ más TNFα y/o INFγ y tomando en consideración que diversas vías apoptóticas convergen en 
la activación de caspasas, decidimos estudiar la actividad de Caspasa-3  en cultivos primarios de OLGs 
tratados. Nuestros resultados muestran una activación significativa de esta enzima en las células tratadas 
con CPZ más TNFα y/o  INFγ. Esto último sugiere que la muerte celular en nuestro diseño 





Las señales disparadas por el receptor TNFR1, que es altamente expresado por los OLGs, 
disparan tanto la cascada apoptótica como una vía protectiva dependiente de NFκB. En cambio, las 
señales inducidas por el TNFR2 expresado junto con TNFR1 en la microglía activan una cascada 
protectiva dependiente de NFκB. Evaluamos entonces por inmunocitoquímica, la expresión de NFκB y 
su localización intracelular en cultivos primarios de OLGs control, tratados con CPZ, con TNFα y con 
CPZ junto con TNFα (Figura 5). Una inmunotinción fuertemente positiva fue observada en los OLGs 
expuestos a CPZ o a TNFα solamente, pero en comparación con los controles la inmunotinción más 
fuerte fue detectada cuando las células fueron incubadas con CPZ + TNFα (Figura 5). En estas 
situaciones observamos además la translocación al núcleo de NFκB en un alto porcentaje de células lo 










2.  Evaluar las consecuencias de una disminución en la actividad del proteasoma en la 
regulación de la respuesta celular a la desmielinización inducida por intoxicación con cuprizona 
y en el período de remielinización. 
 
2.1   Estudio del curso temporal de la desmielinización y dinámica celular durante la 
intoxicación con cuprizona en ratones Swiss.  
Dado que el modelo de desmielinización con CPZ utilizando bajas dosis de la misma no ha sido 
exhaustivamente estudiado en ratones Swiss,  decidimos en primer lugar llevar a cabo un estudio 
detallado del curso de desmielinización en esta cepa de ratones tratados con 0.2% de CPZ en la dieta. 
Este estudio fue llevado a cabo focalizándose en los  cambios ocurridos en el área del Cuerpo Calloso 
(CC).  
Si bien no fueron hallados grandes cambios en la marcha y el comportamiento, si observamos una 
disminución de peso en los ratones alimentados con CPZ durante las 2 primeras semanas del 
tratamiento. Los animales comenzaron a recuperar su peso posteriormente y alrededor de la sexta 





Utilizando una tinción específica para lípidos, el Sudan Black, se evaluó el curso de la desmielinización 
en cortes de cerebro de 40 µm. Luego de 3 semanas de alimentación con CPZ se observó una 
disminución en la tinción y a las 5 semanas de tratamiento se encontraron evidencias significativas de 
desmielinización (Figura 7). En concordancia con estos resultados, cuando se realizó la 
inmunomarcación de PLP, una de las proteínas mayoritarias de la mielina se observó una marcada 
disminución  a partir de la tercera semana, alcanzando su pico máximo a las 5 semanas (Figura 7).  
Acompañando estas evidencias de desmielinización, detectamos un incremento en la inmunotinción de 
OLGs progenitores detectados con el anticuerpo NG2, y un aumento en la proliferación celular 
evidenciada por la tinción con el anticuerpo BrdU. El análisis de co-localización de estos marcadores 
mostró que si bien algunas de las células proliferantes son OLGs, existe un gran número de células de 








Figura 7: Curso temporal de la desmielinización durante la intoxicación con CPZ en ratones Swiss. Análisis histológico e 
inmunohistoquímico del cuerpo calloso en cortes coronales obtenidos a partir de cerebros de ratones Swiss alimentados con 
0.2% de CPZ durante diferentes tiempos. La mielina fue teñida con Negro Sudan para determinar el grado de 
desmielinización de manera cualitativa. Los anticuerpos PLP, NG2 y BrdU fueron utilizados para detectar OLGs maduros, 
inmaduros y células en proliferación respectivamente. Fotografías adyacentes cuidadosamente tomadas de un corte coronal 
fueron utilizadas para armar una fotografía compuesta de PLP. La IOD o el número de células positivas/mm2 (evaluadas 
usando el software Image J) fueron expresadas como la media ± SEM de tres experimentos independientes (Diferencias 
estadísticas: *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ns: no significativo relativo al control). Barra: 150 μm. Una menor tinción de 
la mielina fue detectada a las 3 semanas de alimentación con CPZ y una desmielinización evidente fue hallada a las 5 semanas, 
tanto con la tinción de Negro Sudan como con el anticuerpo PLP. Estos resultados fueron acompañados por una marcada 
proliferación de otras células (detectadas con el anticuerpo NG2 y BrdU) como consecuencia del insulto desmielinizante. 
 
 
Llevamos a cabo estudios inmunohistoquímicos de doble marcación, en los que utilizamos 
marcadores específicos de astrocitos (GFAP) y de microglía total (CD11b) junto con un anticuerpo que 
reconoce la subunidad p65 del factor de transcripción NFκB y con marcación de BrdU para analizar la 
proliferación celular. El análisis de co-localización de GFAP y BrdU mostró que el pico máximo de 
proliferación de los astrocitos ocurre en la sexta semana de intoxicación con CPZ (Figura 8). Por otro 
lado la co-inmunotinción de GFAP con NFκB mostró que muchas de estas células se encuentran 
proliferando. Al evaluar la superposición de p65 con CD11b observamos que la mayor expresión del 
marcador de la subunidad de NFκB en células microgliales ocurre en la tercera semana de intoxicación 
(Figura 9).  
 
Figura 8: Análisis de la expresión de NFκB en células oligodendrogliales proliferantes y en células astrogliales durante la 
intoxicación con CPZ en ratones Swiss. Análisis  inmunohistoquímico del Cc en cortes coronales obtenidos a partir de 
cerebros de ratones alimentados con 0.2% de CPZ en la dieta por diferentes tiempos. La IOD o el número de células 
positivas/mm2 (evaluadas usando el software Image J) fueron expresadas como la media ± SEM de tres experimentos 
independientes (Diferencias estadísticas: **p <0.01, ***p <0.001, ns: no significativo relativo al control). Barra: 150 μm. La 
inmunomarcación con GFAP y BrdU mostró máxima proliferación de los astrocitos a la sexta semana de intoxicación con 




Figura 9: Análisis de la expresión de NFκB en células microgliales durante el tratamiento de intoxicación con CPZ en ratones 
Swiss. Análisis inmunohistoquímico de cortes coronales obtenidos a partir de cerebros de ratón a diferentes tiempos de 
tratamiento con 0.2% de CPZ. La IOD o el número de células positivas/mm2 (evaluadas usando el software Image J) fueron 
expresadas como la media ± SEM de tres experimentos independientes (Diferencias estadísticas: *p <0.05, **p <0.01, ***p 
<0.001, ns: no significativo relativo al control). Barra: 150 μm. La máxima expresión de la subunidad p65 del factor de 












En conjunto, estos resultados indican que el modelo de desmielinización en el que ratones Swiss 
son alimentados con bajas dosis de cuprizona (0.2%), es reproducible y puede ser utilizado para estudiar 
mecanismos celulares y moleculares involucrados en los procesos de desmielinización y de 
remielinización espontánea así como para evaluar el efecto de drogas o terapias sobre estos procesos. 
 
2.2 Determinación de una dosis óptima de lactacistina que conduzca a una inhibición 
parcial de las actividades proteolíticas del proteasoma.  
Tomamos en consideración resultados previos de nuestro laboratorio que indican que la 
disminución en la actividad del proteasoma induce diferenciación oligodendroglial in vitro (Pasquini y 
col., 2003) así como la activación del promotor de la proteína básica de la mielina (Calatayud y col., 
2009). Estos resultados en sumatoria con los datos que demuestran que en la Esclerosis Múltiple 
numerosos progenitores de OLGs proliferan en las zonas que bordean a las zonas de desmielización 
pero no pueden diferenciarse correctamente, nos pareció interesante evaluar si una disminución en la 
actividad del proteasoma podría ayudar a la diferenciación de los progenitores de OLGs y así mejorar la 
remielinización frente al tratamiento con CPZ.  
Para ello, en primer lugar fue determinada la dosis óptima de lactacistina, capaz de inducir una 
inhibición significativa pero parcial de la actividad del proteasoma. Para ello se evaluaron la actividad 
tríptica y quimotríptica en la fracción soluble de homogeneizados de cerebro obtenidos de ratones de 8 
semanas intracranealmente inyectados (IIC) con 0, 20 ó 40 µM de lactacistina, 24 y 48 hs antes del 
sacrificio (ver diseño experimental en Figura 10 A). Los resultados mostraron que hubo un significativo 
descenso dosis dependiente en ambas actividades enzimáticas del proteasoma tanto a las 24 como a las 
48 hs. (Figura 10 B). En todos los casos la disminución de la actividad fue menor al 30%.  





En segundo lugar fue analizada el área de extensión en la cual fue efectiva la inhibición del 
proteasoma luego de la IIC de lactacistina en el cuerpo calloso. Fueron determinadas las actividades 
trípticas y quimotrípticas en la fracción soluble de homogenatos obtenidos a partir de diferentes regiones 
del cerebro como se muestra en la Figura 11 A. Ratones de 8 semanas alimentados con cuprizona (CPZ 
y CPZ-L) y controles (C-L y C) fueron utilizados para estos experimentos (Figura 11 B). Las actividades 
enzimáticas se encontraron significativamente disminuidas en la región que involucra el cuerpo calloso y 
sus estructuras circundantes (sitio de la inyección = área I) en las condiciones C-L y CPZ-L en relación a 
los controles. Un descenso significativo de las actividades fue hallado en el área II sin detectarse mayores 
cambios en el área III. (Figura 11 C) Es interesante recalcar que una reducción en la actividad del 
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proteasoma fue hallada en los animales CPZ en comparaciones a los C particularmente en el área I. 




2.3. Estudio de los efectos de la inhibición parcial de las actividades proteolíticas del 
proteasoma en el Cuerpo Calloso sobre la remielinización luego de la demielinización inducida 
por cuprizona.  
La remielinización fue estudiada 12 días después de finalizada la administración de CPZ, en las 
distintas condiciones experimentales, a través del análisis de la composición lipídica y proteica de la 
mielina así como por la tinción de Sudan Black y la inmunotinción de cortes de cerebro con distintos 
marcadores de mielina y de OLGs (ver diseño experimental en la Figura 12 A y en el apartado de 
Materiales y Métodos). 
No encontramos diferencias en los niveles de galactocerebrósidos entre las condiciones C y C-L. 
Los animales CPZ mostraron una disminución significativa en los niveles de galactocerebrósidos en 
comparación con los animales C (p<0.001). Los valores de estos lípidos en los ratones CPZ-L 
regresaron a niveles similares a los hallados en los animales control en los ratones CPZ-L (p<0.05). Los 
fosfolípidos de la mielina se encontraron significativamente aumentados en el grupo C-L en relación al 
grupo C (p<0.05) y se halló una disminución significativa de sus niveles en los animales alimentados con 
CPZ. El nivel de fosfolípidos alcanzó los niveles del grupo control en los animales CPZ-L (p<0.05). Por 
último los niveles de colesterol mostraron cambios muy similares a los descriptos para los 
galactocerebrósidos, no observándose diferencias significativas en los animales C-L en comparación al 
grupo C; encontrándose niveles significativamente disminuidos en los ratones alimentados con CPZ en 
relación a los controles (p<0.05) y regresan a valores normales en los animales CPZ-L (p<0.01). (Figura 
12 B) 
Se analizaron paralelamente los niveles de MBP en la fracción de mielina aislada y purificada a 
partir de cerebros de animales sometidos a las diferentes situaciones experimentales. Nuestros resultados 
no mostraron cambios significativos en el grupo C-L en comparación a los controles, hallándose una 
importante disminución en los animales alimentados con CPZ en relación al grupo C (p<0.001) y una 






Se analizó histológicamente la mielinización 12 días después del retiro de la CPZ de la dieta 
utilizando el colorante Sudan Black, que evidenció una tinción robusta de la mielina en el Cc de animales 
C (Figura 13 A) y en el grupo C-L (datos no mostrados). Una disminución significativa de la tinción, 
indicativa de la existencia de un nivel importante de desmielinización fue observado en los ratones CPZ. 
En contraste en aquellos animales que fueron ICI con lactacistina (CPZ-L) la tinción de la mielina con 
este colorante estuvo claramente incrementada en el CC si se la compara con el grupo CPZ (Figura 13 
A), aunque no alcanza los niveles del grupo control.   
En concordancia con los resultados mencionados anteriormente, no hubo diferencias 
significativas en la inmunotinción del CC con MBP entre la condición control y los animales C-L. La 
inmunorreactividad de MBP que encontramos marcadamente disminuida en los ratones alimentados con 
CPZ, aumentó sustancialmente en los animales CPZ-L (Figura 13 A).  
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Paralelamente realizamos un grupo de tinciones inmunohistoquímicas en cortes coronales de 
cerebro realizados en crióstato para las diferentes situaciones experimentales. Se analizaron los siguientes 
inmunomarcadores, anti-NG2 para identificar precursores de OLGs proliferantes, anti CNPasa para 
evaluar OLGs mielinizantes y anti-PLP para marcar los tractos mielinizantes y los OLGs maduros. La 
inmunorreactividad de cada uno de estos anticuerpos fue evaluada midiendo la densidad óptica integrada 
(IOD)  de la inmunotinción ó el número de células positivas por mm2 para cada condición en al menos 
tres experimentos independientes.  
Se cuantificaron fragmentos de 1 mm2 a lo largo de todo el área esquematizada en el CC y se 
promediaron estos valores (Figura 13). Los datos obtenidos en las distintas condiciones experimentales 
fueron normalizados comparándolos con los resultados obtenidos en los animales control, los que 
fueron considerados como el 100%.  
Una inmunomarcación fuertemente positiva para CNPasa fue observada en el CC de animales C 
y C-L. En los animales alimentados con CPZ se encontró una disminución significativa de la reactividad 
para CNPasa en estas mismas áreas (alrededor de un 30% menos que los controles, calculado según el 
IOD  - ver Figura 13 B). En concordancia con los resultados anteriormente descriptos, esto indica que 
al momento de la evaluación la remielinización  espontánea no está completa aún. La inmunotinción 
para CNPasa se ve marcadamente aumentada en los animales inyectados con Lactacistina (CPZ-L) 
cuando se los compara con el grupo CPZ. Resultados similares se hallaron al estudiar el grado de 
inmunotinción con PLP. La inmunotinción con PLP reveló un marcado aumento en los animales CPZ-
L respecto de los CPZ (Figura 13 B).  
El análisis de la inmunomarcación de NG2 y el número de células NG2 positivas/mm2 mostró 
que una reactividad basal puede se detectada en el CC de animales C y C-L. En el grupo CPZ tanto los 
valores de reactividad del anticuerpo cuantificados por IOD  como el número de células positivas/mm2 
fueron dos veces superiores que en la situaciones control y C-L, mientras que en la condición CPZ-L los 







Figura 13 Análisis inmunohistoquímico de la remielinización en el cuerpo calloso luego de la desmielinización inducida por 
CPZ. La remielinización se evaluó en cortes coronales de cerebros de los diferentes grupos de ratones, 12 días después de la 
culminación de la administración de CPZ. Panel A: La mielina fue teñida con el colorante Negro Sudán y los OLGs maduros 
fueron identificados por la inmunorreactividad con MBP. Fotos adyacentes cuidadosamente tomadas y unidas fueron 
utilizadas para realizar la figura de MBP. Panel B: Los OLGs maduros fueron identificados por la inmunorreactividad de PLP 
y CNPasa y los progenitores oligodendrogliales utilizando el anticuerpo NG2. La IOD o el número de células positivas/mm2 
(evaluadas usando el software Image J) fueron expresadas como la media ± SEM de tres experimentos independientes 
(Diferencias estadísticas: *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, relativo al control, ns: no significativo; ○p <0.05, ○○p <0.01, 
○○○p <0.001). Barra: 150 μm. Los resultados indican que una disminución en la actividad del proteasoma inducida por la 
lactacistina lleva a un incremento en la diferenciación de los progenitores oligodendrogliales que proliferan y migran para 
reparar el daño desmielinizante. 
 
 
2.4 Evaluación de la respuesta microglial y astroglial a la desmielinización inducida por 
cuprizona y en respuesta a una inhibición parcial de la actividad del proteasoma. 
Utilizando marcadores específicos para astrocitos (GFAP) (Figura 14) y microglía total (CD11b) 
(Figura 15) se determinó que la marcada astrogliosis y activación de la microglía que desencadena la 
administración de CPZ se revierte en los animales CPZ-L. Observamos una disminución significativa en 
la inmunotinción para ambos marcadores, (evaluada por IOD y por número de células positivas/mm2) 
fue observada en los ratones CPZ-L, sugiriendo que el tratamiento con Lactacistina estaría inhibiendo la 
activación de los astrocitos y de la microglía. (Figura 14 y 15) 
Evaluamos la expresión de NFκB y su localización subcelular en el CC de ratones sometidos a las 
diferentes condiciones experimentales mencionadas previamente (Figura 14 y 15). Observamos una 
disminución significativa en el número de células mostrando una tinción nuclear en el grupo CPZ-L en 
relación a los animales CPZ, que co-localiza con la inmunotinción de GFAP y particularmente con 
CD11b. Esto sugiere que hay una disminución en la activación de este factor tanto en astrocitos como 
en las células microgliales en los animales desmielinizados con CPZ inyectados con lactacistina en 






Figura 14: Análisis de la expresión de NFκB en células proliferantes y en astrocitos. Secciones coronales de Cuerpo calloso 
de cerebros de ratones sometidos a las distintas condiciones experimentales. Panel A: Inmunorreactividad de GFAP y NFκB. 






Figura 14: Análisis de la expresión de NFκB en células proliferantes y en astrocitos. Secciones coronales de Cuerpo calloso 
de cerebros de ratones sometidos a las distintas condiciones experimentales. Panel B: Inmunotinción de GFAP y BrdU. La 
IOD o el número de células positivas/mm2 (evaluadas usando el software Image J) fueron expresadas como la media ± SEM 
de tres experimentos independientes (Diferencias estadísticas: *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, relativo al control, ns: no 
significativo; ○p <0.05, ○○p <0.01). Barra: 150 μm. Una disminución significativa de la inmunotinción de GFAP fue 
observada en los animales CPZ-L, sugiriendo que el tratamiento con lactacistina actuaría inhibiendo la activación astroglial. Se 






2.5  Estudio de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial en respuesta a la 
intoxicación con cuprizona y luego de la inhibición parcial de la actividad del proteasoma. 
Dado que han sido descriptas diversas alteraciones mitocondriales durante el curso de la 
intoxicación con CPZ (Matsushima y Morell 2001; Cammer et.al. 1995) decidimos investigar si se 
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encuentran afectadas las actividades de los complejos I, I-III y II-III de la cadena respiratoria 
mitocondrial en mitocondrias aisladas de cerebros de las distintas condiciones experimentales. 
Los resultados mostraron una disminución significativa en la actividad de los Complejos I+III 
(p<0.05) y de los Complejos II+III (p<0.05) a las 3 y 6 semanas de intoxicación con CPZ (CPZ-3 y 
CPZ-6) en comparación con sus respectivos controles, C-3 y C-6 (Figura 16). 
Por otro lado evaluamos las actividades de los complejos mitocondriales durante el período de 
remielinización en las diferentes situaciones experimentales. En los ratones C-L encontramos un 
significativo aumento de las actividades de los Complejos I+III (p<0.01), II+III (p<0.05) y del 
Complejo I (p<0.01) en relación a los controles. En los animales CPZ  se observó un incremento 
significativo en las actividades de los complejos I+III (p<0.01) y del Complejo I (p<0.05) en 
comparación a los controles, mientras que  las actividades de los complejos II+III  se encontraron 
marcadamente disminuidas (p<0.05).  
En aquellos animales alimentados con CPZ e inyectados con lactacistina (CPZ-L) las actividades 
de los Complejos I+III y II+III  (p<0.001 en relación a las condiciones C y CPZ en ambos casos) 
retornaron a valores normales. Por último la actividad del Complejo I fue similar para el grupo CPZ y el 





Figura 16: Actividades de la cadena respiratoria mitocondrial. Análisis de la actividad de los Complejos I, II y III de la cadena 
respiratoria en el cerebro de un grupo de animales alimentados con una dieta normal (C-3 y C-6) o con una dieta con CPZ 
(CPZ-3 y CPZ-6) durante 3 o 6 semanas respectivamente. Otro grupo de animales fue estudiado durante su período de 
remielinización  en las diferentes situaciones experimentales. Los resultados son la media ± SEM de tres experimentos 
independientes (Diferencias estadísticas * p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, relativo al control, ns: no significativo; ○○○p <0.001 
relativo a CPZ). Los resultados muestran una disminución significativa en estas actividades durante el período de 
desmielinización. Se observó una recuperación de las actividades durante la remielinización que estuvo marcadamente 




3.  Estudiar la respuesta celular frente a una  injuria desmielinizante en un animal 
transgénico que expresa EGFP bajo el promotor de CNPasa y su comparación frente a aquella 
obtenida en un animal salvaje. 
 
3.1  Análisis histológico de la morfología del cuerpo calloso y de la distribución y densidad 
celular/nuclear en diferentes estructuras.  
Se realizó una tinción con Violeta de cresilo en secciones coronales de cerebro y observamos una 
disminución en la densidad celular/nuclear en el CC de los animales CNP::EGFP en comparación a los 
animales WT (WT Control= 201.3 +/- 3.8, CNP::EGFP Control =162 +/-8.1 núcleos/CC expresados 
como las medias +/-SEM). Se observó también que los animales transgénicos mostraban un desarreglo 
en la disposición de los núcleos celulares a lo largo CC mientras que en el animal WT los núcleos 
aparecen orientados longitudinalmente acompañando las fibras axonales mielinizadas en esta estructura. 
Distintas tinciones histológicas mostraron que los animales transgénicos poseen un CC afinado en 
relación a los animales WT (Figura 17 A). Los resultados descriptos fueron confirmados y pueden ser 
claramente observados utilizando la tinción nuclear Hoechst (Figura 17 B). 
Por otro lado el tratamiento con CPZ induce una disminución significativa de la densidad 
celular/nuclear en el Cc, que es dependiente del tiempo de intoxicación, en ambos animales (WT CPZ 1 
semana= 188.7+/-4.3, WT CPZ 3 semanas= 155.3+/-6.3, CNP::EGFP CPZ 1 semana= 101.0+/-2.5, 
CNP::EGFP CPZ 3 semanas= 82.7+/-9.2 núcleos/CC expresados como las medias +/-SEM ) (Fig 17 
A). 
En sintonía con estos resultados, mientras en aquellas regiones como el área CA3 del hipocampo 
las neuronas se encuentran regularmente espaciadas en los cortes de animales WT, en los animales 
CNP::EGFP se observan espacios intracelulares anómalos, lo cual sostiene nuestra hipótesis de que 
existe muerte de células neuronales en estos animales (Fig 18 A). Esta pérdida neuronal se hace más 
evidente durante el curso de la desmielinización con CPZ en los animales transgénicos, encontrándose 
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ausente al menos hasta las 3 semanas de intoxicación en el grupo WT (Fig 18 A). Estas observaciones 
están fuertemente sustentadas por una inmunotinción que realizamos con el anticuerpo Neu-N, 
marcador neuronal post-mitótico, donde se obtuvimos una disminución significativa en el número de 
neuronas en el campo CA3 del hipocampo de los animales CNP::EGFP al compararlos con los animales 
WT (Fig 18 B-C).   
Una tinción histológica de lípidos de la mielina, realizada con el colorante Negro Sudan, reveló una 
marcada hipomielinización en el CC de los animales transgénicos respecto de los WT. La ausencia de 
tinción del CC de estos animales revela que los niveles de lípidos presentes en esta estructura de los 
animales CNP::EGFP son insuficientes para ser detectados por este método, mientras que una tinción 
fuertemente positiva fue observada en los cortes de animales WT. Paralelamente en los ratones WT una 
relación inversamente proporcional fue observada entre la tinción de los lípidos del CC con Sudan Black 
y el tiempo de intoxicación con CPZ (Fig 17 C).  
 
 












3.2  Estudio de los niveles de expresión de MBP en animales CNP::EGFP y WT durante la 
intoxicación con cuprizona. 
Los niveles de expresión de MBP fueron evaluados en machos de 8 semanas de vida tanto de la 
condición WT como CNP::EGFP alimentados ya sea con CPZ o con una dieta control durante 1 ó 3 
semanas. La elección de este esquema estuvo dada porque a las 3 semanas de alimentación con CPZ los 
animales transgénicos alcanzaban un estadio máximo de desmielinización. Por otro lado, la mortalidad 
de los animales CNP::EGFP fue significativamente más alta (más del 70% de los animales) al ser 
sometidos a una dieta con CPZ durante más de 3 semanas. Un gráfico de Kaplan Meier comparando la 
sobrevida de los animales WT y CNP::EGFP es mostrado en la Figura 19 B.  
 
Figura 19 Panel A: Inmunotinción de MBP en cortes coronales de cerebro en ratones CNP::EGFP  de 15 
semanas en comparación a animales WT de la misma edad. Los ratones CNP::EGFP poseen niveles disminuidos 
de MBP en comparación a los WT. Panel B: Grafico de Kaplan-Meier comparando la sobrevida de los ratones 
WT y CNP::EGFP. 50 ratones machos WT y 49 ratones machos CNP::EGFP fueron usados para comparar el 
porcentaje de sobrevida en ambos grupos. Las comparaciones fueron realizadas utilizando un test de Logrank y 
revelaron un *** p<0.0001. 
 
La inmunotinción de MBP en los animales CNP::EGFP se encontró marcadamente reducida en 
las regiones rostral y caudal del CC, en el septum y en el estriado a las 3 semanas de tratamiento, como se 
muestra en la figura 20 A. Cambios similares fueron observados al analizar la expresión de EGFP 
(Figura 20 B). En contraste con estos resultados y en coincidencia con bibliografía previa (Gudi y col., 
2009) la mielinización del animal WT, evaluada a través de la expresión de MBP solo se ve ligeramente 
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afectada por la CPZ luego de 3 semanas de tratamiento. Llamativamente cuando se comparó la 
inmunomarcación con MBP entre animales CNP::EGFP y WT alimentados con una dieta control, una 
tinción marcadamente disminuida fue observada en todas las estructuras evaluadas (CC, septum y 
estriado) en los animales transgénicos. Un estudio cuantitativo de estos resultados fue realizado a través 
de un análisis por Western Blot de las diferentes isoformas de MBP en el CC y en la Corteza (Cx). Este 
análisis mostró una disminución significativa de la expresión de las diferentes isoformas de MBP en los 
ratones CNP::EGFP de 8 semanas de edad  en comparación con los animales WT tanto en la Cx como 
en el CC (Figura 20 C). Para evaluar hasta que punto la hipomielinización observada en los animales 
transgénicos no era consecuencia de un retraso ó de una mielinización incompleta a la edad evaluada, 
analizamos la mielinización en animales de 15 semanas de edad en ambos grupos de ratones. Nuestros 
resultados mostraron que en el grupo CNP::EGFP la hipomielinización observada aún estaba presente. 
(Figura 19 A) 
Una desmielinización cortical gradual fue observada acompañando el tratamiento con CPZ. La Cx 
de los animales WT tratados con CPZ durante 6 semanas exhibe parches de mielinización que se 
asemejan a las áreas de mielinización aberrante observadas en enfermedades desmielinizantes como la 
Esclerosis Múltiple. Llamativamente, resultados similares fueron observados en la Cx de los ratones 
CNP::EGFP sometidos a una dieta control y evaluados tanto por la inmunotinción de MBP como por la 
expresión de EGFP (Figura 20 B-D).   
Para realizar un estudio más detallado de los cambios observados en las vainas de mielina de la Cx 
durante la intoxicación con CPZ en los animales WT y CNP::EGFP, evaluamos la inmunotinción de 
MBP utilizando microscopía confocal en el eje Z y posteriormente realizando una reconstrucción 
tridimensional con el Image J software (Z-Stack). Los resultados mostraron que los axones mielinizados 
se encontraban distribuidos en forma más dispersa a lo largo de las distintas capas de la corteza en el 
grupo CNP::EGFP en comparación con la Cx WT (Figura 20 E), constituyendo una evidencia indirecta 
de perdida axonal. La tinción de MBP en la corteza WT mostró la existencia de finos procesos formando 
una red bien organizada de axones mielinizados provenientes de proyecciones de neuronas de la 
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neocorteza. En la Cx CNP::EGFP en cambio se observaron OLGs MBP+ aislados que presentan un 
soma hipertrófico con procesos engrosados y distendidos, que dan lugar a una morfología aberrante 
formando una estructura desorganizada que recuerda a los parches o intentos fallidos de mielinización de 
distintas enfermedades desmielinizantes. En ambos grupos de animales el tratamiento con CPZ indujo 
una disminución significativa de la densidad en las vainas de mielina de la corteza pero con un curso 
temporal muy diferente. La disminución de la inmunorreactividad para MBP es mucho más marcada en 
los ratones CNP::EGFP que en los animales WT. De hecho, los niveles basales de mielina en la Cx de 
los animales CNP::EGFP son aún más bajos que los detectados después de intoxicar animales WT 
durante tres semanas con CPZ (Figura 20 E).  
La severa hipomielinización basal encontrada en los animales CNP-EGFP explicaría la mayor 
velocidad de desmielinización observada en respuesta a la CPZ en comparación con los WT. 
 
Figura 20 Evaluación de la mielinización en ratones CNP::EGFP y WT sometidos a una dieta con cuprizona durante 1 o 3 
semanas. Panel A: Inmunotinción de MBP en cortes coronales de cerebro. Los ratones CNP::EGFP mostraron una mayor 
reducción en los niveles de MBP, mientras que los WT se encontraron levemente afectados a las 3 semanas de tratamiento. 
Los animales CNP::EGFP alimentados con una dieta control mostraron niveles disminuidos de MBP al compararlos con los 
WT. Panel B: Expresión de EGFP en cortes coronales de cerebro de animales CNP::EGFP sometidos a 1 o 3 semanas de 
CPZ. Los resultados muestran cambios concomitantes con aquellos observados con la inmunotinción de MBP. Estudios de 
alta magnificación de la cortes fueron realizados por microscopía confocal en el eje z y posteriormente fue realizada una 
proyección para obtener una figura en 2 dimensiones utilizando el software Image J (Z-Stack). Los axones mielinizados 
aparecen distribuidos en forma dispersa en la Cx de los ratones CNP::EGFP. Los OLGs WT despliegan finos procesos 
formando una red de axones correctamente mielinizados y organizados. En cambio en la Cx CNP::EGFP los OLGs MBP +  
exhibieron un soma hipertrófico con procesos distendidos y engrosados, llevando a una morfología aberrante y formando una 
estructura desorganizada que recuerda a los parches o intentos de mielinización ectópica. Un análisis cuantitativo es mostrado 
en el panel de la derecha mediante un gráfico de superficie realizado con  el software Image J. Panel C: Análisis por Western 
blot de lisados totales de CC y Cx de ratones WT y CNP::EGFP alimentados con dieta control. Los valores están expresados 
como la IOD y se hallan normalizados a β-Tubulina y son la media ± SEM de tres experimentos independientes. Las 
comparaciones entre ambos animales fueron realizadas utilizando el test de Student (***p<0.001). Los resultados mostraron 
una disminución en la expresión de MBP tanto en el CC como en la Cx de de los ratones CNP::EGFP en comparación a los 
WT. Panel D: Inmunohistoquímica de MBP en la corteza (Cx). Los estudios microscópicos fueron realizados en el área 
demarcada por una línea continua. Una desmielinización gradual fue observada en ambos animales acompañando el 
tratamiento con CPZ. La Cx de los ratones WT a las 6 semanas de intoxicación reveló parches de mielinización similares a los 
observados en los ratones CNP::EGFP alimentados con dieta control. Panel E: Los niveles de MBP en la corteza de 
animales WT en las condiciones control o desmielinizados durante 3 semanas con CPZ se compararon con áreas corticales 
equivalentes de animales CNP::EGFP salvajes o intoxicados con CPZ durante 1 semana. Imágenes de alta magnificación de la 
cortes fueron realizados por microscopía confocal en el eje z y posteriormente fue realizada una proyección en 2 dimensiones 






3.3  Cambios en la expresión de distintos marcadores de progenitores oligodendrogliales. 
Al realizar una inmunomarcación con NG2 y PDGFrα en los animales CNP::EGFP se detectó un 
alto número de células positivas para ambos marcadores en el CC y la Zona Subcallosal (SCZ) previo a 
comenzar el tratamiento con CPZ, lo cual sugiere la existencia de una respuesta oligodendroglial 
proliferativa a la hipomielinización basal.  
Estas células presentan una morfología estrellada con procesos multipolares (Figura 21 A). En contraste 
y como es esperable en un animal adulto, muy pocas de estas células se detectaron en el animal WT 
alimentado con dieta control. Cuando ambos animales fueron sometidos a la intoxicación con CPZ, se 
encontró una respuesta diferencial a la misma: mientras que los ratones CNP::EGFP mostraron una 
disminución en el número de células NG2+/PDGFrα + en la primera semana de tratamiento y un 
aumento en la tercera semana del mismo, los animales WT exhibieron un aumento gradual y sostenido 
de OPC (Figura 21 A).  
Para evaluar la posibilidad de que la hipomielinización fuese una consecuencia directa de un incremento 
en la apoptosis de los OPC, realizamos estudios de co-localización entre PDGFrα y Caspasa 3 clivada 
(Casp3) en ambos animales sometidos ya sea a una dieta control ó a CPZ durante 3 semanas. Si bien no 
encontramos co-localización entre ambos marcadores, hallamos un incremento en el número células 
Casp3+ en los animales CNP::EGFP en comparación a los animales WT tanto en la situación control 
como a las 3 semanas de CPZ (CPZ-3). En cambio fue observada la presencia de algunas células 
Casp3+/EGFP+ (Flechas en Figura 21 B), resultado que indica el incremento de la apoptosis de 







3.4  Microscopía electrónica y análisis morfométrico. 
Para confirmar estos resultados a nivel ultraestructural, realizamos microscopia electrónica de 
transmisión del nervio óptico (NOpt) y del CC de animales CNP::EGFP y WT de 8 semanas de edad. 
En los animales transgénicos, si bien la mielina aparenta tener características normales, se observó la 
existencia de un gran número de fibras sin mielinizar o escasamente mielinizadas tanto en el NOpt como 
en el CC. 
El análisis morfométrico mostró una disminución significativa en el número de axones 
mielinizados por campo y en el número de vueltas de la mielina (lamellae) y un incremento en el g-radio 
en ambas estructuras evaluadas, el NOpt y el CC (Tabla 2, Figura 22 A-B). El tamaño axonal evaluado 
como la distribución de los diámetros axonales, también mostró diferencias, evidenciando un alto 
número de axones de gran diámetro en los animales CNP::EGFP comparados con los WT. En 
concordancia con estos, cuando los valores del g-radio fueron graficados en función del diámetro axonal, 
se observó un gran número de axones de pequeño diámetro con g-radios bajos en los animales WT, 
mientras que en el grupo CNP::EGFP se halló un gran número axones de mayor diámetro con g-radios 
cercanos a 1. Este resultado estaría reflejando el gran número de axones de gran diámetro 
desmielinizados presentes en los ratones transgénicos y sugiere que la hipomielinización presente en 
estos animales es debida a la degeneración de pequeños axones. Notablemente estos axones de gran 
diámetro poseen un incremento en el número y en el tamaño de sus mitocondrias (Figura 22 B), lo cual 
sugiere un alto nivel de demanda energética.  
Para estudiar hasta qué punto el incremento en el número y el tamaño de las mitocondrias en los 
animales CNP::EGFP conduce a un incremento en la generación de especies reactivas del oxígeno 
(ERO), realizamos un análisis inmunohistoquímico utilizando el anticuerpo HNE que reconoce un 
producto de peroxidación lipídica.   
Se observó un incremento en los niveles de inmunotinción positiva para HNE en el CC, 
Cingulum (Cing) y en el área CA3 del hipocampo en los animales CNP::EGFP alimentados ya sea con 
una dieta control o con CPZ durante 3 semanas en relación a los WT. Llamativamente los niveles de 
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peroxidación lipídica son más altos en los animales transgénicos alimentados con CPZ durante 3 
semanas que en los animales sometidos a dieta control (Figura 23 A). 
Datos cuantitativos de estas observaciones fueron obtenidos por inmunoprecipitación de lisados totales 
del CC e Hipocampo utilizando el anticuerpo HNE, este procedimiento permitió la concentración de la 
muestra y su posterior análisis por Western Blot. Los resultados corroboraron el incremento observado 





Tabla 2 Análisis morfométrico de estudios ultra-estructurales de muestras obtenidas a partir de nervio óptico (NOpt) y 
cuerpo calloso (CC) de ratones CNP::EGFP y WT de 8 semanas de edad. Los valores son la media ± SEM de tres 
experimentos independientes y fueron calculados para cada condición experimental como fue descripto en Materiales y 
Métodos. Las comparaciones entre ambos animales fueron realizadas utilizando el test de Student (***p<0.001). Los 
resultados mostraron un incremento significativo el g-radio y una disminución significativa en el número de axones 
mielinizados por campo y el número de vueltas de la mielina de los ratones CNP::EGFP en comparación a los WT en ambas 
estructuras evaluadas. La cuantificación del número de mitocondrias por axon reveló un mayor número de las mismas en los 






3.5  Evaluación de la respuesta astroglial. 
Utilizando una inmunotinción con el anticuerpo GFAP, se observó la típica astrogliosis reactiva 
que se desencadena en respuesta al tratamiento con CPZ. Esta respuesta se detectó tanto en los animales 
WT como en los CNP::EGFP. Como se preveía, el nivel de astrogliosis fue mayor en los animales CNP-
EGFP en comparación con los WT, dado la marcada hipomielinización inicial y más rápida 
desmielinización que muestran los transgénicos en respuesta a la CPZ (Figura 24). Esta activación 
astroglial fue observada en la Cx, el Septum y en la SCZ de los animales transgénicos a partir de la 
105 
 
primera semana de tratamiento, mientras que en los animales Wt esta respuesta apareció más 
tardíamente, en la tercera semana de intoxicación con CPZ. La inmunomarcación con GFAP en el CC 
de ambos grupos de animales mostró una disminución en la primera semana del tratamiento 
desmielinizante y un incremento en la tercera semana del mismo 
Es interesante remarcar los altos niveles de reactividad de GFAP que fueron observados en los 
animales CNP::EGFP alimentados con una dieta control, debidos probablemente a la hipomielinización 
basal descripta en estos animales (Figura 24).  
Ha sido descripto que un subgrupo de células con fenotipo astroglial -pero con capacidades que 
solo poseen las células madre neurales (CMN), como ser la división asimétrica, la capacidad de auto-
renovarse y la generación de progenies diferenciadas- que persiste en la zona subventricular (SVZ) y 
otras áreas del sistema nervioso central de los mamíferos y que es capaz de montar una respuesta 
proliferativa ante un insulto desmielinizante. En la inmunotinción con GFAP en la SVZ de animales 
CNP::EGFP tratados con CPZ se observó de forma más temprana y en mayor medida la aparición de 
células con la típica morfología bipolar de las CMN en comparación a lo que sucedió con los animales 






3.6  Análisis de la inmunotinción con Nestina. 
La inmunorreactividad de Nestina fue evaluada con el objetivo de estudiar los precursores 
neurales. En concordancia con lo descripto en la bibliografía (Gudi et. al. 2009) en los animales WT 
alimentados con dieta control el número de células positivas para nestina fue muy bajo siendo que la 
alimentación con CPZ indujo un incremento en el número de éstas células a partir de la tercera semana 
de tratamiento fundamentalmente en el área del septum. En los ratones CNP::EGFP alimentados con 
CPZ las células nestina positivas fueron observadas en el cingulum y la capsula externa del cuerpo 
calloso muy precozmente, durante la primera semana de tratamiento, acompañando la desmielinización 
temprana (Figura 25). Algunos autores han descripto la re-expresión de filamentos intermedios de 
nestina en astrocitos reactivos (Lin et. al. 1995). En consecuencia el incremento en el número de células 
nestina positivas podría indicar tanto la presencia de precursores neurales como de astrocitos reactivos 







3.7  Activación microglial 
Para evaluar la presencia de células microgliales, nosotros estudiamos el número de células 
positivas con el  marcador CD11b utilizando microscopía confocal en el eje z y realizando una 
reconstrucción 3D con el software Image J. En concordancia con resultados previos los animales WT 
alimentados con dieta control evidenciaron un bajo número de células microgliales, observándose un 
incremento en el número de células CD11b positivas en la tercera semana de intoxicación con CPZ 
(Figura 26, CC en A y SCZ en B). Notablemente los ratones CNP::EGFP alimentados con una dieta 
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control mostraron un elevado número de células CD11b positivas que disminuyen a la tercera semana 
del tratamiento desmielinizante. Sorprendentemente, numerosas células CD11b+/EGFP+ fueron 
encontradas en los animales CNP::EGFP control (Figura 26 A y B flechas rellenas). Una 
magnificación de la imagen confocal de una de estas células se muestra en la Figura  26 C. Estos datos 
indican que las células EGFP + podrían ser OLGs senescentes cuyos cadáveres son fagocitados por la 
microglía. El alto número de células CD11b + observadas en los ratones CNP::EGFP alimentados con 
dieta control indica que parte de la desmielinización observada en estos animales se debe a un 




Por otro lado la inmunotinción con ED1, un marcador específico para microglía activada y 
fagocítica, fue evaluada en las diferentes condiciones experimentales. Nuestros resultados  mostraron la 
presencia temprana de altos niveles de microglía activada, evaluada como células ED1+ y por los 
cambios en la morfología microglial en los ratones CNP::EGFP en respuesta a la intoxicación con CPZ 
(Figura 27 Cing en A y CC en B). La microglía en reposo posee finos procesos ramificados y en los 
estadios de activación temprana estas células adquieren una estructura repleta de procesos. En un estadio 
posterior se transforman en células microgliales ahusadas con procesos hiper-ramificados para 
finalmente dar lugar a los macrófagos cerebrales que son células grandes redondeadas con función 
fagocítica (Ladeby et.al 2005). En los animales CNP::EGFP la microglía activada fue observada en los 
ratones alimentados con dieta control; este tipo de microglía se incrementa fuertemente y sufre los 
cambios morfológicos característicos de la activación descriptos previamente, a partir de la primera 
semana de intoxicación con CPZ tanto en el cuerpo calloso como en el cingulum. Se evaluó este tipo de 
microglía activada con aspecto tupido a mayor magnificación por microscopía confocal y se observó que 
se trataba en la mayoría de los casos de dobletes o pequeños grupos de células microgliales indicando la 
existencia de mitosis celular (Figura 27 C). En contraste se hallaron escasas células microgliales 
activadas y fagocíticas en la tercera semana de tratamiento con CPZ en los ratones WT en ambas 






3.8  Expresión de TNFα e IL1β 
Para evaluar los cambios inducidos por la activación astroglial y microglial en el medioambiente 
celular, analizamos por inmunohistoquímica, en el CC de animales CNP::EGFP y WT, la expresión de 
TNFα e IL1β, citoquinas que según ha sido previamente descripto son secretadas por estas células. 
Nuestros resultados muestran una leve inmunorreactividad de IL1β co-localizando con células GFAP+ 
en ratones WT solamente cuando estos son alimentados durante al menos 3 semanas con una dieta con 
CPZ. En cambio en animales CNP::EGFP la expresión de TNFα e IL1β fue observada estrechamente 
ligada a células expresando altos niveles de EGFP en todas las situaciones experimentales evaluadas. 
Esto último estaría indicando que la microglía fagocítica previamente observada podría estar secretando 
estas citoquinas. Esto fue confirmado por la presencia de células ED1+ rodeando estas células EGFP+ 






3.9  Expresión de CNPasa 
La expresión de CNPasa fue evaluada por Western Blot utilizando lisados de tejido cerebral y a 
través de inmunohistoquímica en los animales CNP::EGFP y WT. Watanabe et.al (2006) ha demostrado 
que el anticuerpo monoclonal RIP reconoce específicamente la proteína CNPasa en los OLGs. Una 
disminución significativa de la inmunorreactividad de CNPasa normalizada a β-tubulina fue observada 
en los lisados de CC y Cx de animales CNP::EGFP en comparación a los ratones WT (Figura 29 B). 
Simultáneamente observamos una menor inmunotinción de Rip en el CC de ratones CNP::EGFP en 
relación a los WT (Figura 29 A). Como era de esperar la inmunotinción de Rip co-localizó con la 
expresión de EGFP en el área evaluada (Figura 29 A).  
La relación entre MBP/CNP normalizados a β -Tubulina fue calculado en ambos animales. Los 
datos obtenidos fueron: WT 42.9 +/- 1.52 vs CNP::EGFP 114.6 +/- 2.4, lo cual indica una disminución 
mas significativa de CNP en relación a los patrones proteicos de la mielina en los ratones CNP::EGFP. 
(Figura 29 B).  
Como existen dos isoformas de CNPasa, CNPasa 1 y 2, siendo que la isoforma 2 se localiza 
tanto a nivel citoplasmático como mitocondrial (Lee y col., 2006), quisimos evaluar si los cambios en la 
expresión mitocondrial de la CNPasa 2  podría inducir stress oxidativo en estas organelas y llevar a un 
incremento en la inmunorreactividad de HNE  en los animales CNP::EGFP. Para esto, purificamos 
mitocondrias de ratones WT y CNP::EGFP y realizamos un análisis de Western Blot para determinar los 
niveles de CNPasa e EGFP, utilizando Smac-Diablo como control de carga. Mientras nuestros 
resultados muestran que no hay variaciones en la expresión de CNPasa, EGFP fue sorprendentemente 
detectada en la fracción mitocondrial de los animales CNP::EGFP. Dado que no fue hallada 
inmunorreactividad para GAPDH y Laminina B en la fracción mitocondrial purificada, la presencia de 
GFP en la fracción mitocondrial no puede ser atribuida a una contaminación con fracción citosólica o 







Por otra parte, la morfología de las células CNPasa+ del área pericallosal fue evaluada por 
microscopía confocal. En concordancia con los datos obtenidos con otros marcadores 
oligodendrogliales (NG2, PDGFrα y MBP), las células Rip + de los animales CNP::EGFP mostraron 
una morfología alterada con procesos engrosados y distendidos  formando una estructura desorganizada 
(Figura 29 D). En contraste, estas células mostraron finos procesos en los ratones WT dando lugar a 
una red tridimensional bien organizada de axones correctamente mielinizados. Esto puede ser observado 
en imágenes con mayor aumento en la Figura 29 E.  
Por otro lado, la inmunorreactividad de NF200, un marcador axonal, fue evaluada en las mismas 
estructuras. Nuestros datos mostraron una baja densidad axonal en las estructuras evaluadas de los 
ratones CNP::EGFP (Figura 29 D).  Los estudios de co-localización entre EGFP y NF200 mostraron 
que numerosas células que expresaran EGFP se encontraban en aparente contacto con axones NF200 + 
(Figura 29D flechas). Esto último sugiere que la mielina de los animales CNP::EGFP no falla en la 
concreción del contacto axonal.  
 
3.9.1  Anormalidades halladas en estudios comportamentales en los ratones CNP::EGFP  
Los resultados de la performance en estudios de comportamiento tales como hole board, actividad 
locomotora, plus-maze y malla invertida, realizados a  ratones WT y CNP::EGFP, son mostrados en la 
Figura 30. En el ensayo de hole board, los animales CNP::EGFP mostraron una disminución significativa 
en el numero de veces que se alzan sobre las dos patas traseras (“rearings”), el número de orificios 
explorados (“head dips”) y el tiempo de permanencia de la cabeza dentro del orificio (p<0.001, p<0.01, 
p<0.05 respectivamente), en comparación a los ratones WT (Figura 30 A). Esta reducción en la 
conducta exploratoria fue acompañada de una disminución en el número de cuentas de actividad 
locomotora en el ensayo de actividad locomotora (p<0.001) (Figura 30 B). No se hallaron diferencias 
significativas en ninguno de los parámetros analizados en el plus maze test (Figura 30 C) así como 
tampoco en el número de veces que los ratones se cayeron de la malla invertida durante el test (datos no 
mostrados). No obstante a los ratones CNP::EGFP les tomó un tiempo significativamente más largo 
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subir a la malla al compararlos con sus compañeros WT (p<0.05) (Figura 30 D). Esto último sugiere 
que los animales CNP::EGFP poseen la fuerza necesaria para realizar esta tarea pero presentan 




Figura 30 Alteraciones neuro-comportamentales ratones CNP::EGFP. Desempeño de los ratones en el test de hole-board, 
actividad locomotora, plus-maze y test de la malla invertida. Los resultados están expresados como la media ± SEM de A) 
número de orificios explorados(“head dips”), tiempo de permanencia de la cabeza en el orificio  y número de numero de 
veces que se alzan sobre las dos patas traseras (“rearings”) en el estudio de hole board, B) cuentas de actividad locomotora C) 




4.  Determinar la participación de las Galectinas 1 y 3 en el control de la viabilidad y 
diferenciación oligodendroglial. 
Para la realización de los experimentos in vitro utilizamos dos sistemas diferentes: a) Cultivos 
primarios de OLGs b) La línea oligodendroglial N20.1 en sus dos estadios de diferenciación.  
Los OLGs purificados fueron mantenidos en un medio definido para glia (GDM) suplementado 
con PDGFAA y bFGF durante 48 hs. Este tratamiento nos permitió contar con una población 
homogénea de células progenitoras oligodendrogliales (OPCs). Un segundo grupo de células fueron 
análogamente tratadas por 48 hs con dichos factores pero luego fueron dejadas diferenciando durante 48 
hs en GDM en ausencia de factores de crecimiento siendo designado como células oligodendrogliales 
diferenciadas (ODCs). 
N20.1 es una línea celular termosensible que prolifera a 34ºC y se diferencia a 39ºC como fue 
previamente detallado en el apartado de materiales y métodos.  
 
4.1  Regulación de la Galectina-1 y -3 durante la diferenciación oligodendroglial. 
La línea celular N20.1 mostró una alta expresión de Galectina-1 tanto en su estadio 
indiferenciado (34ºC) como diferenciado (39ºC), mientras los OPCs y los ODCs mostraron una débil 
expresión de esta proteína (Figura 31 A). Estas diferencias se encuentran en consonancia con el rol bien 
establecido de la Galectina-1 en la transformación celular. Dado que la línea N20.1 fue obtenida a través 
de un proceso de inmortalización, los OPCs y ODcs representan un modelo de desarrollo más 
fisiológico. Como los lisados de cultivos de OLGs contienen alrededor de un 5-10% de células no 
oligodendrogliales tales como astrocitos y microglía, la escasa inmunorreactividad observada puede 
deberse entonces a la presencia de estas células contaminantes.  
Utilizando marcadores específicos para los diferentes tipos celulares y/o los distintos estadios de 
diferenciación, identificamos la Galectina-1 en astrocitos (GFAP+), microglía (CD11b + y ED1+) y 
OLGs inmaduros (A2B5+, PDGFrα y O4+). No obstante, las células O1+ no fueron positivas para 
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Galectina-1 (Figura 31 B y Figura 32). Extraordinariamente el 83.3% de las células co-expresaron 








En contraste a la Galectina-1 la expresión de Galectina-3 fue muy baja en las células de la línea 
N20.1 tanto en su estadio diferenciado como indiferenciado, mostrando un peso molecular levemente 
mayor en comparación al observado en la Galectina-3 de cultivos primarios (Figura 33 A). En cultivos 
primarios oligodendrogliales fue observado un incremento significativo en la expresión de Galectina-3 
durante la diferenciación de los OLGs. Esta regulación de la expresión fue evidente tanto al evaluar 
lisados celulares totales como al analizar la fracción citosólica de de los OLGs (Figura 33 A-D).  
Sorprendentemente cuando se estudiaron los lisados totales de OPCs en distintas condiciones, un 
número específico de bandas de menos peso molecular también fue inmunoreactivo con el anticuerpo 
anti-Galectina-3 (Figura 33 B-D). Dado que estos resultados fueron obtenidos solo cuando se utilizó el 
extracto celular total, nuestra hipótesis es que esta lectina puede estar siendo degradada extra-
celularmente en los OPCs, estabilizándose posteriormente en los ODCs. Esto último sugeriría la 
existencia de variaciones en la actividad biológica de la Galectina-3 durante la diferenciación 
oligodendroglial. Ochieng y col. demostraron que la Galectina-3 es sustrato de ciertas metaloproteinasas 
de la matriz extracelular (MMPs), alterando su habilidad para unir carbohidratos. Estas observaciones 
nos llevaron a investigar si los cambios en la actividad de las MMPs promueven la degradación de la 
Galectina-3 durante la diferenciación oligodendroglial. Al analizar la actividad de las MMPs utilizando el 
análisis por zimogramas en el medio condicionado durante 24 y 48 hs por OPCs o durante 72hs por 
ODCs se observó una disminución estadísticamente significativa de dicha actividad en los OLGs 
diferenciados (Figura 33 E). Dado que ha sido reportado que la Galectina-3 es sustrato de las MMP-2 y 
MMP-9 y que la actividad de la MMP  en nuestro caso se detectó como una banda de 64 kDa 
(coincidente con el PM de la MMP-2), decidimos investigar la identidad de esta proteína utilizando un 
anticuerpo específico. Nuestros resultados mostraron una alta inmuno-reactividad de MMP-2 
únicamente en el medio condicionado de OPCs cultivados durante 24 y 48 hs (Figura 33 F).  
Dada la capacidad de la Galectina-1 de inducir la expresión de las MMPs y su selectiva expresión 
en células indiferenciadas (Figura 33), decidimos analizar la actividad de las mismas en medio de cultivo 
condicionado de OLGs inmaduros con y sin tratamiento con Galectina-1 recombinante. Nuestros 
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resultados mostraron un incremento del 55 ± 11% en la actividad de las MMPs de los OLGs inmaduros 
tratados con Galectina-1 recombinante (Figura 33 G), sugiriendo una interacción dinámica entre 
Galectina-1 y Galectina-3 en la regulación de la diferenciación de los OLGs. 
 
Figura 33 Expresión y distribución celular de la Galectina-3 durante la diferenciación oligodendroglial (A-D). Panel A: 
Western Blot para Gal-3 en la fracción citosólica de células N20.1 y de oligodendrocitos primarios obtenidos en diferentes 
estadios de diferenciación con un SDS-PAGE al 15%. Panel B: Los OPCs y los ODCs fueron lisados en buffer TOTEX y 
separados con un SDS-PAGE al 12.5% y Western Blot para Gal-3. Panel C y D: Los OPCs y los ODCs fueron lisados en 
buffer RIPA y separados con un SDS-PAGE al 12.5% (C) y al 15% (D). Los productos de degradación de la Galectina-3 se 
muestran como bandas de menor peso molecular inmunorreactivas con el anticuerpo anti-Galectina-3. Las células de la línea 
N20.1 mostraron una expresión débil de Galectina-3 en comparación con la encontrada en los ODCs. Un incremento 
significativo de la Galectina-3 se encontró en los ODC en comparación a los OPC. Los valores están expresados como la 
IOD  de la banda de 31-kDa normalizada a GAPDH y son la media ± SEM de tres experimentos independientes utilizando 
tres cultivos primarios de OLGs distintos. Las comparaciones fueron realizadas utilizando el análisis de ANOVA seguido del 
test de Bonferroni en A y con el test de Student en C y en D (***p<0.001, **p<0.01).Panel E: Los cambios en la actividad de 
las proteinasas durante la diferenciación oligodendroglial  fueron analizados a través de un zimograma. Las zonas claras 
representan la actividad proteolítica evaluada en el medio condicionado de OPCs (obtenido de cultivos de 24 o 48hs) versus 
el medio condicionado de ODCs. Los valores están expresados como la IOD normalizada como la media ± SEM de 3 
experimentos independientes.  Las comparaciones fueron realizadas utilizando el análisis de ANOVA seguido del test de 
Bonferroni. Los resultados muestran una disminución significativa en la actividad proteolítica localizada como una banda de 
64-kDa durante la diferenciación oligodendroglial. Panel F: Análisis por western blot de MMP-2 utilizando un anticuerpo 
específico. Una banda de 64-kDa fue detectada solamente en el medio  condicionado de los OPC en tres experimentos 
independientes. Panel G: La actividad proteolítica fue evaluada en el medio condicionado de OPC obtenido de cultivos de 48 
hs en presencia y en ausencia de Galectina-1 recombinante. Los geles fueron incubados por 18 o 24 hs en CaCL2 para 
reactivar la actividad enzimática. La cuantificación de la IOD  muestra solo correspondiente al experimento que se muestra en 
la figura pero un incremento del 55 ± 11% en la actividad proteolítica fue observado en OPCs tratados con Galectina-1 




Para comprender la relevancia fisiológica de la Galectina-3 en las células gliales, evaluamos su 
expresión diferencial en los distintos linajes gliales. La Galectina-3 se expresa en oligodendrocitos 
inmaduros (PDGFrα+, A2B5+ y O4+) y maduros (O1+, MBP+, CNPase+ y PLP+), así como en 
astrocitos (GFAP+) y en células microgliales (CD11b+ y ED1+) (Figura 34). Estos resultados fueron 
confirmados por citometría de flujo mostrando que el 47.1% de las células co-expresan Galectina-3 y 
GFAP, el 80.8% de las células co-expresan Galectina-3 y PDGFrα (marcador de OPCs que precede la 
aparición de la inmunorreactividad de A2B5), el 61.7% de las células co-expresan Galectina-3 y O4 y el 
75% de las células co-expresan Galectina-3 y O1 (Figura 32 a y b).   
 
Para analizar si la Galectina-3 endógena afecta la diferenciación oligodendroglial, realizamos trabajos 
en los que participó en bioquímico Juan Pablo Gianonne, donde sobre-expresamos la Galectina-3 en la 
línea celular N20.1 y evaluamos la actividad del promotor de MBP, utilizando como reportero la 
luciferasa, como parámetro de diferenciación oligodendroglial. La sobre-expresión de la Galectina-3 fue 
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confirmada analizando los niveles de la misma en lisados celulares de N20.1 (Figura 35 A). No se 
observaron cambios en la actividad del promotor de MBP, sugiriendo que las variaciones en la 
abundancia relativa de Galectina-3 endógena o intracelular no afectan la diferenciación oligodendroglial 




Como nuestros resultados mostraron que es la Galectina-3 extracelular  la que tiene un efecto 
pro-diferenciante sobre los OLGs, OPCs fueron diferenciados en presencia de GDM previamente 
condicionado por microglia, aislada a partir de animales deficientes en Galectina-3  o WT. Estos 
resultados muestran que OPCs incubados en medio condicionado por microglia de animales deficientes 
en Galectina-3 experimentan una disminución considerable en el número de células MBP+ en 
comparación con aquellas incubadas en un medio condicionado por microglia WT (Figura 36 A).  
Por otro lado, en un trabajo en colaboración con el laboratorio del Dr Rabinovich,  fue 
observado que los solo los OPCs expresan el repertorio de sitios funcionales de unión a glicanos 
requeridos para el reconocimiento de Galectinas. Esto fue demostrado por la alta reactividad de estas 
células con el PNA, una lectina proveniente de una planta que reconoce glicanos del tipo asialo-core-1-
O. Estas estructuras son sustratos del core 2 β1, 6-N-acetilglucosaminiltransferasa que es la responsable 
de generar los complejos core 2-O-glicanos., que son los principales ligandos de las Galectinas. Fue 
además encontrada una reactividad intermedia con la aglutinina Sambuccus nigra (SNA), una lectina 
proveniente de plantas que reconoce terminales de ácido sialico α2-6 unidos a galactosa, y una unión 
intermedia a la aglutinina Maackia amurensis (MALII) que reconoce ácidos sialicos α2-3 unidos a N-
glicanos. Es importante remarcar que este fenotipo permisivo se ve sustancialmente modificado en los 
ODCs, que mostraron un glicofenotipo bajo para  PNA e intermedio para SNA y MAA. Este perfil es 
coincidente con la alta unión de las a Galectinas a la superficie de los OPCs en contraposición con los 
ODCs (Figura 36 B). 
Dada la disponibilidad de ligandos para Galectina en la superficie de las células 
oligodendrogliales, decidimos investigar la influencia de Galectina exógena en cultivos primarios de 
oligodendrocitos. Para seleccionar la concentración de Galectinas para tratamiento primeramente 
evaluamos los cambios en la viabilidad de células oligodendrogliales tratadas con un amplio rango de 
concentraciones durante 48 hs. Las concentraciones elegidas fueron aquellas con nos permitan evaluar 
cambios en la diferenciación celular y que no produzcan efectos sobre la viabilidad o cambios en el 
número de células (Figura 36 C). Como la viabilidad celular se encontró sustancialmente afectada a 
126 
 
partir de concentraciones de 20 µg/ml de Galectina-3 (Figura 36 C), seleccionamos para nuestros 
experimentos concentraciones de 5 y 10 µg/ml. El tratamiento de OPCs con Galectina-3 recombinante 
incremento la frecuencia de células O4+ y MBP+ y redujo el número de células A2B5+ mientras que no 
se hallaron cambios en el número de células GFAP+ (Figura 36 D-F). Estas observaciones indicarían 
que la Galectina-3 conduce a la diferenciación oligodendroglial sin ejercer efectos sustanciales sobre los 
astrocitos. Es importante remarcar que la arborización de las células MBP+ fue considerablemente 
mayor en las células tratadas con Galectina-3 en comparación a las no tratadas (Figura 36 G). 
Paralelamente, un incremento significativo en la expresión de todas las isoformas de MBP fue observado 
en las células tratadas durante 48 y 72 hs con Galectina-3 recombinante (Figura 36 H). En contraste la 
exposición de las células a Galectina-1 en las mismas concentraciones llevó a una inhibición considerable 
de la diferenciación oligodendroglial, observado como una disminución significativa en la expresión de 
las distintas isoformas de MBP a las 48 y 72 hs de incubación (Figura 36 I). Confirmamos a través de 
un ensayo de viabilidad celular por MTT que esta disminución no fue debida a una viabilidad celular 
disminuida inducida por la Galectina-1 (Figura 36 J).  Por consiguiente, Galectina-1 y Galectina-3 







Figura 36 Unión y función de la Galectina-3 extracelular sobre los OLGs. Panel A: Evaluación de las células MBP+ en 
OPCs expuestos a medio condicionado de células microgliales de ratones Lgals3-/- o WT. Los valores se expresan como la 
media ± S.E.M. de tres experimentos independientes usando tres diferentes cultivos primarios obtenidos de diferentes 
animales (* P<0.05). Estudios inmunocitoquímicos indican un aumento significativo en el número de células MBP+ cuando 
los OPC se diferenciaron en presencia de medio condicionado de microglía WT vs  Galectina-3 -/-. Panel B: Glicofenotipo  y 
unión diferencial de la galectina-3 a la superficie de los OPC y los ODCs. Expresión de oligosacáridos en la superficie celular 
de los OPC y ODCs detectados con lectinas biotiniladas incluyendo SNA, LMA II y PNA. El control incluye células teñidas 
con estreptavidina sola. Se utilizó Galectina-3 biotinilada para detectar la unión de la Galectina-3 a la superficie de los OPC y 
ODCs. La unión es mediada por interacciones de lectina-glicanos como se demuestra por la competencia con lactosa 30 mM, 
pero no 30 mM de sacarosa (datos no mostrados). Los datos son representativos de tres experimentos independientes. Panel 
C: Efecto de la Galectina-3 recombinante sobre la viabilidad celular y la diferenciación de los OLGs. OPCs cultivadas en 
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de Galectina-3 recombinante. La viabilidad celular fue evaluada por el 
ensayo de MTT. Los valores se expresan como la media ± S.E.M. de tres experimentos independientes. Los resultados 
muestran una disminución significativa en la viabilidad de las células a partir de 20 mg/ml de galectina-3 (*** P<0.001). Panel 
D-F Se evaluaron las células A2B5+, O4+, MBP+ y GFAP+ en cultivos primarios de OLGs mediante inmunocitoquímica. 
El tratamiento con galectina-3 recombinante induce una disminución significativa en el número de células A2B5+ 
concomitantemente con un aumento de células O4+ y MBP+ sin cambios en el número de células GFAP+. Los valores se 
expresan como la media ±S.E.M. de tres experimentos independientes (***P<0.001). Panel G: Se muestra un campo 
representativo donde se observan células A2B5+ y MBP+. Se observa una mayor arborización en las células tratadas con 
Galectina-3. Barra de escala: 12,5 mm. Panel H: El análisis de Western Blot muestra un aumento significativo de las 
diferentes isoformas de MBP en OLG tratados con Galectina-3 recombinante durante 48 ó 72 h. Los valores se expresan 
como IOD y son la media ±S.E.M. de tres experimentos independientes (*** P<0.001). Panel I-J Efectos de la Galectina-1 
recombinante en la diferenciación y la viabilidad de OLGs. OPCs se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones de 
Galectina-1 recombinante. I- La viabilidad celular evaluada mediante el ensayo de MTT, no se vio afectada por ninguna de las 
concentraciones utilizadas. J- El análisis de Western Blot muestra una disminución significativa en las diferentes isoformas de 
MBP en OLGs tratados con Galectina-1 recombinante durante 72 h a ambas concentraciones seleccionadas. Los valores se 
expresan como IOD y son la media ±S.E.M. de tres experimentos independientes (** P<0.01). Las comparaciones se 
realizaron utilizando Test de Student en A, D, E, H e I, y el análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de 























Las citoquinas pro-inflamatorias TNFα e INFγ juegan un papel central en el daño 
oligodendroglial inducido por la CPZ. 
A pesar de la existencia de numerosos estudios en los que se ha utilizado el modelo de 
desmielinización inducido por CPZ, el mecanismo a través del cual la misma induce desmielinización no 
ha sido aun totalmente dilucidado. Es importante recalcar que existe una vulnerabilidad selectiva de los 
OLGs frente al daño inducido por CPZ in vivo, no observándose daño sobre otras células del SNC, al 
menos en el modelo agudo. En el dicho modelo se administra CPZ durante 5-6 semanas, lo que conduce 
a una desmielinización prácticamente completa del cuerpo calloso,  la cual es seguida de una 
remielinización espontánea al retirar la CPZ de la dieta. En contraste, en el tratamiento crónico la 
administración de CPZ durante 12-13 semanas o más, conduce a un empeorado proceso de 
remielinización espontánea (Kipp My col, 2009; Harsan LA y col, 2008), a una disminución del diámetro 
de los axones (Mason JL y col, 2001) acompañada de signos de degeneración axonal (Lindner M y col, 
2009) y a cambios comportamentales en distintas áreas como la locomoción, la memoria espacial y la 
ansiedad (Zhang Hy col., 2013). En el presente estudio hemos utilizado siempre el modelo agudo de 
desmielinización inducida por CPZ. 
El primer estudio realizado in vitro para evaluar los efectos de la CPZ sobre los OLGs fue realizado 
por Cammer W. y col., (1999). Estos autores demostraron que el tratamiento con CPZ, de cultivos 
enriquecidos en OLGs o de cultivos mixtos de células gliales obtenidos a partir de cerebros de neonatos 
de ratas, induce un daño mitocondrial e inhibe la maduración de los precursores de OLGs. Teniendo en 
cuenta estos resultados nos sorprendió encontrar que el tratamiento de cultivos primarios de OLGs de 
rata con CPZ en altas dosis (de hasta 1000 μM) e independientemente de los prolongados tiempos de 
incubación, de hasta 72 hs, no afecte significativamente la viabilidad oligodendroglial. Esto nos motivó a 
estudiar si los efectos de la CPZ observados in vivo sobre los OLGs podrían estar mediados por otros 
tipos celulares. Primeramente testeamos si este efecto era mediado por los astrocitos. Sin embargo, la 
carencia de efecto observado sobre la viabilidad de los OLGs, tratados con un medio de cultivo pre-
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condicionado por astrocitos tratados con CPZ, nos llevó a pensar que el daño de la CPZ sobre los 
OLGs no estaría mediado por productos metabólicos provenientes de los astrocitos. 
Sabiendo que la desmielinización inducida por la CPZ se caracteriza por una fuerte respuesta 
microglial (Hiremath y col., 1998), y que las células microgliales son productoras de diversas citoquinas 
pro-inflamatorias de la familia del TNFα y del INF, las cuales han sido implicadas en los fenómenos 
inflamatorios que acompañan a las enfermedades desmielinizantes, decidimos evaluar la posibilidad de 
que sean estas citoquinas las que estén mediando la vulnerabilidad de los OLGs a la toxicidad del 
tratamiento con CPZ. Arnett y col., (2001) han demostrado que el TNFα es indetectable en el cerebro de 
ratones no tratados, pero que es su concentración se ve incrementada durante el curso de la 
desmielinización inducida por  CPZ. La expresión de TNFα fue detectada principalmente en la microglía 
pero también fue hallada en los astrocitos. Se cree que el TNFα media la apoptosis mediante su unión al 
TNFR1 mientras que cuando se une al TNFR2 incrementa la muerte celular, el crecimiento celular y la 
proliferación.  
Las OLGs son las principales células afectadas por la inflamación. Diversos estudios han sugerido 
a citoquinas tales como el INFγ y la familia de ligando de TNFα (TNF/CD95L/NGF), como las 
responsables de la degeneración de los OLGs en las enfermedades desmielinizantes (Selmaj K. y col., 
1991; D´Souza SD. y col., 1996). De hecho sus niveles y los de sus ARNm se encuentran elevados en la 
sangre y en el líquido cefalorraquideo de los pacientes con EM (Martino G y col, 1997; Debruyne J,y 
col., 1998,Vandevyver C. y col., 1998). La inflamación y el aumento de los niveles de TNFα y IFNγ 
induce apoptosis en un forma dosis dependiente en dos líneas humanas de OLGs tales como HOG y 
MO3.13 y siendo sus efectos sobre la muerte celular sinérgicos (Buntinx M y col, 2004). Estudios in vitro 
han demostrado el papel citotóxico de TNFα sobre los OLGs (Cammer W,2002; Jurewicz A y col., 
2003). 
La familia de citoquinas de TNF no afecta uniformemente a todos los tipos celulares gliales. Por 
ejemplo, el TNFα estimula la proliferación de astrocitos in vitro (Merrill JE, 1991), la proliferación de las 
células microgliales co-cultivados con astrocitos (Giulian D y col., 1988; The´ry C y col. 1993; Dopp JM 
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y col., 1997) y mejora la proliferación de la microglía estimulada por la producción de óxido nítrico 
inducida por IL-1β y IFNγ (Merrill JE y col., (1993). En contraste, los efectos sobre los OLGs son 
deletéreos, tales como la inhibición de la fosforilación de proteínas y de la extensión de procesos 
celulares (Soliven B y col., 1995). Una forma en la cual TNFα podría afectar diferencialmente a los 
OLGs es alterando la generación y neutralización de especies oxidantes. TNFα es capaz de interrumpir 
el transporte de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial (Goossens V y col., 1995) iniciando la 
formación de aniones superóxido. Los oxidantes derivados de la mitocondria han sido propuestos como 
instrumento iniciador de la apoptosis (Green DR y col., 1998). 
Nuestros resultados muestran que la CPZ no afecta en forma directa la viabilidad de los OLGs. 
Sin embargo, cuando cultivos primarios de OLGs son tratados con TNFα y/o INFγ (en 
concentraciones que no disminuyen per se la viabilidad) junto con CPZ, la sobrevida de las células se 
encuentra significativamente disminuida. Podemos inferir entonces que estas citoquinas pro-
inflamatorias podrían jugar un papel importante en el daño oligodendroglial inducido por la CPZ, 
aumentado la vulnerabilidad de los OLGs frente a la CPZ. Nuestros resultados muestran además que 
este efecto es mediado por un aumento en la producción de especies reactivas del oxígeno, una 
translocación del factor NFκB hacia el núcleo y un aumento de la apoptosis de las células 
oligodendrogliales evidenciado por el incremento de la actividad de caspasa-3. Un aumento significativo 
en la producción de especies reactivas del oxígeno (EROs) es observado en el tratamiento con CPZ y 
con TNFα, siendo este incremento aún mayor al incubar las células en presencia de ambos. Los efectos 
sinérgicos de ambas sustancias sugieren que están probablemente mediados a través de caminos 
independientes. Este incremento es suficiente para inducir apoptosis sólo cuando ambas, CPZ y TNFα 
están presentes. El aumento en la producción de EROs podría ser consecuencia de la disfunción en la 
cadena respiratoria mitocondrial ya que una actividad disminuida de los complejos I-III y II-III fue 
hallada en la fracción mitocondrial obtenida de cerebros de animales sometidos a intoxicación con CPZ 
durante 3 y 6 semanas, así como en la actividad de los complejos I y I-III de células gliales tratadas con 
CPZ (1000 µm) durante 72 hs. En línea con nuestros resultados, se ha descripto una disminución en la 
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actividad del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial en lesiones crónicas activas de EM 
(Mahad y col., 2008). 
Cammer (1999) en sus estudios sobre el  efecto de la CPZ sobre los OLGs ha descripto la 
presencia de mitocondrias distendidas y agrandadas en aquellas células que fueron tratadas con CPZ. Por 
otra parte la administración de CPZ a ratones Swiss Webster conlleva la formación de megamitocondrias 
en el hígado que alcanzan en algunos casos el tamaño del núcleo celular (Susuki y col., 1969; Ludwin., 
1978; Matsushima y Morell, 2001). También ha sido descripto por varios investigadores que el 
tratamiento durante 3 semanas con una dieta de 0.2% de CPZ induce la formación de  
megamitocondrias en oligodendrocitos (Hiremath y col., 1998; Acs P y col., 2012; Biancotti y col., 2008), 
pero no así en neuronas, astrocitos, células cardíacas, células renales, células de Kupffer o adipocitos 
(Asano M y col., 1978; Ludwin SK, 1978; Tandler B y col., 1973; Wakabayashi T y col., 1978). La 
administración de CPZ lleva también a una reducción en la actividad de la citocromo oxidasa cerebral así 
como de la monoamino oxidasa (Venturini, 1973). Una de las posibles explicaciones para la formación 
de megamitocondrias en los oligodendrocitos sería que la intoxicación con CPZ  impone un incremento 
en el estado oxidativo de la célula, perturbando el funcionamiento celular y el metabolismo energético de 
los mismos. Diversas teorías han intentado explicar la particular susceptibilidad de los oligodendrocitos 
al stress oxidativo generado como consecuencia del déficit de cobre y una de las hipótesis más aceptadas 
postula que los mismos poseen una extraordinaria demanda metabólica para mantener la extensa vaina 
de mielina, la cual se halla en peligro cuando la misma no puede ser sostenida (Matsushima y Morell., 
2001; Tandler y col., 1973 y 1975). Los factores responsables del agrandamiento de las mitocondrias 
pueden incluir la inhibición de la fisión (Flatmark T y col., 1980; Miwa S y col., 2008; Tandler B y col., 
1973; Wakabayashi T y col. 1975; Wakabayashi T y col., 1977) y hipertrofia debido la exposición a altos 
niveles de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. La formación de radicales libres durante el 
tratamiento con CPZ puede atribuirse a: (a) desacople de la fosforilación oxidativa (Tandler B y col., 
1975; Wagner T y col. 1977), (b) reducción de las crestas mitocondriales y de la superficie de reacción 
(Tandler B y col., 1975), (c) disminución en el contenido de citocromo c (Wagner T y col. 1977), y (d) 
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inhibición de las actividades de los complejos II, y II-IV (Benardais K y col., 2013; Wakabayashi T y col., 
1978; Kimberlin RH y col., 1976; Pasquini y col, 2007; Millet V y col., 2009; Nelecz MJ y col., 1982, 
Petronilli V y col., 1990, Venturini G, 1973; Praet Jy col., 2014). En general, el tratamiento con CPZ 
produce un alto nivel de estrés oxidativo oligodendroglial. Como mencionamos previamente, los OLGs 
en sí mismos son particularmente susceptibles al estrés oxidativo, los factores responsables de esta 
vulnerabilidad incluyen: 
a) La capacidad de remoción de O2- y la conversión a H2O2 es baja en OLGs comparada con las 
neuronas. En OLGs la presencia de la enzima manganeso-superoxido dismutasa (Mn-SOD) es escasa 
(Witherick J y col, 2010; Ljutakova SG y col., 1985) y la cobre-zinc-superoxido dismutasa (Cu,Zn-SOD) 
decrece su actividad bajo el tratamiento con CPZ (Russanov EMy col, 1980; Zhang Yy col, 2008; 
Juurlink BHy col, 1998; Marrif Hy col, 2003, Xu Hy col, 2013). 
b) La actividad de la enzima glutatión peroxidasa necesita  glutatión (GSH) como donante de 
electrones,  siendo ambos intrínsecamente bajos en los OLGs (Russanov EM y col, 1980; Xu H y col, 
2013) y siendo además reducidos bajo el tratamiento con CPZ (Biancotti y col., 2008). 
c) Los OLGs exhiben altos niveles de Fe+3 unido a ferritina intracelular. Sin embargo, una excesiva 
producción de O2- produce una reducción y un cambio de Fe3+a Fe2+,, el cual inicia la reacción de Haber-
Weiss (Fe3+ + •O2− → Fe2+ + O2) seguida de la reacción de Fenton (•O2- + H2O2 → •OH + OH- + O) 
y la consecuente peroxidación lipídica en la matriz mitocondrial o en el citosol (Ljutakova SG y col., 
1985; Juurlink BH y col, 1998; Marrif H y col, 2003). Sustentado este concepto, la lipoperoxidación 
lipídica ha sido detectada por el aumento de malondialdehído en OLGs tratados con CPZ(Xu H y col, 
2013). 
 d) El potencial celular redox oligodendroglial y la producción de glicerol, ambos regulados por 
NADH2, se encuentran significativamente elevados durante el tratamiento con CPZ (Biancotti y col., 
2008). 
 e) La oxidación y síntesis de lípidos en los peroxisomas aumenta los niveles de H2O2, el cual es 
normalmente eliminado por la glutatión peroxidasa y la catalasa, esta última está disminuida en los OLGs 
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tratados con CPZ (Xu H y col, 2013). Además, el número de peroxisomas aumenta durante la 
diferenciación oligodendroglial para abastecer la síntesis de lípidos de la mielina, llevando a mayores 
niveles de producción de H2O2 y estrés oxidativo (Juurlink BH y col, 1998). 
 f) Las metalotioneínas (MTs) poseen importantes funciones antioxidantes. Bajo el tratamiento con 
CPZ, los astrocitos aumentan la MT1 y MT2 pero los OLGs muestran bajos niveles de MT (Biancotti y 
col., 2008; Witherick J y col, 2010). 
Bénardais K y col (2013) han estudiado recientemente los efectos de CPZ sobre cultivos gliales 
primarios de rata y sobre la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y. Confirmando nuestros resultados 
in vitro, han demostrado que tratamientos con diferentes concentración de CPZ no muestran efectos 
sobre la proliferación y sobrevida de células SH-SY5Y, microglía, astrocitos y OPC. En contraste, los 
oligodendrocitos maduros diferenciados (ODC) mostraron ser significativamente afectados por el 
tratamiento con CPZ. Esto fue acompañado por una reducción del potencial mitocondrial en los ODC 
tratados con CPZ. Es importante destacar que en nuestros estudios trabajamos siempre con OPC y no 
testeamos el efecto del tratamiento con CPZ sobre ODC. Estos resultados demuestran que el principal 
blanco directo de la CPZ son los OLGs maduros, mientras que otras células gliales incluyendo OPC no 
ven afectada en forma directa su viabilidad. 
Chew y col., 2005 han demostrado que los OLGs sometidos a condiciones diferenciantes con 
hormona tiroidea, al ser tratados con INFγ sufren una apoptosis dosis dependiente. Hay que remarcar 
que la dosis más baja utilizada por estos autores fue de 15 ng/ml, no resultó ser un estímulo apoptótico e 
inhibió el arresto del ciclo celular en oligodendrocitos en proceso de diferenciación. Por otro lado, 
Arnett y col. (2001)han demostrado que el TNFα promueve la proliferación de los OPCs a través del 
TNFR2. En nuestros experimentos, nosotros trabajamos con bajas concentraciones de IFNγ y/o TNFα, 
(entre 0.1 ng/ml y 50 ng/ml). En estas dosis, nosotros observamos un aparente aumento en la viabilidad 
celular. Alternativamente este resultado podría explicarse debido a un aumento en la proliferación 
celular, una explicación que se sustenta por el aumento en el número de células en la fase S que nosotros 
observamos en la citometría de flujo. Además los estudios de citometría de flujo mostraron que el 
136 
 
porcentaje de células en la fase S aumenta significativamente cuando los cultivos son tratados con 
citoquinas y CPZ, indicando que las células tratadas detienen su maduración, resultado que coincide con 
aquel obtenido por Cammer y col (1999).  
Corroborando nuestros resultados ha sido recientemente publicado un efecto protectivo ante la 
desmielinización con CPZ de la droga Sildenafil, mediante la disminución de las citoquinas TNFα e 
INFγ entre otras (Nunes y col., 2012). Esto último refuerza nuestras conclusiones sobre el rol 
fundamental de estas citoquinas en el proceso de desmielinización inducido por la CPZ. 
Nuestras conclusiones obtenidas a partir de nuestros resultados en cultivo recibieron 
posteriormente un fuerte sustento de resultados provenientes de experimentos in vivo donde se utilizó 
minociclina durante la desmielinización inducida por CPZ para inhibir la activación microglial. La 
minociclina, una tetraciclina de segunda generación, ha sido durante muchos años un atractivo candidato 
en el tratamiento de muchas patologías neurodegenerativas y traumas inducidos al SNC, debido a sus 
propiedades neuroprotectivas y anti-inflamatorias. Las bases moleculares y celulares de su efecto 
neuroprotectivo no son del todo conocidas. Colectivamente, los efectos biológicos de la minociclina 
incluyen: la inhibición de la activación microglial, la reducción de los mRNA de IL-1b e iNOS 
(Yrjanheikki J y col., 1998), la reducción de la expresión de ciclooxigenasa 2 y de la producción de 
prostaglandina E2 (Yrjanheikki J y col., 1999). La minociclina atenua la producción de metaloproteinasas 
de la matriz (MMPs) y disminuye la transmigración de linfocitos T (Brundula Vy col., 2002; Power Cy 
col., 2003). Además, minociclina tiene la capacidad de inhibir la expresión de caspasa 1 y 3 (Chen My 
col., 2000), y la liberación de citocromo c (Zhu S y col., 2002).Utilizando la inhibición de la microglía y 
los macrófagos mediada por la minociclina, ha sido demostrada la protección de la sustancia blanca del 
daño inducido por lipopolisacarido (LPS) (Fan LW y col., 2005) y la protección durante el desarrollo de 
los OLGs del daño hipóxico/isquémico neonatal. 
Basados en la hipótesis de que el efecto de la CPZ sobre los OLGs podría requerir la presencia de 
citoquinas secretadas por la microglía se podría predecir que la inhibición con minociclina de la 
activación microglial y sus productos inflamatorios relacionados podrían llevar a la disminución de los 
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efectos desmielinizantes de la CPZ. Nuestros resultados soportan esta conclusión ya que la 
administración de minociclina a animales tratados con CPZ disminuye marcadamente la activación 
microglial evaluada por la inmunotinción de células CD11b+, y previene la desmielinización. Basado en 
estos resultados se puede concluir que la microglía ejerce un efecto deletéreo durante el proceso de 
desmielinización secretando citoquinas pro-inflamatorias que vulnerabilizan a los OLGs frente a la CPZ. 
Estos efectos están en contraposición a los efectos benéficos de la microglía durante los procesos de 
remielinización, donde es fundamental la fagocitosis de los residuos de mielina para permitir la 
diferenciación de los precursores oligodendrogliales.  
 
Caracterización del modelo de desmielinización por CPZ en ratones Swiss  
Un modelo bien estudiado de desmielinización es aquel en el cual ratones Swiss son alimentados 
con 0.6% de CPZ en la dieta (Blakemore, 1972; Ludwin, 1978 y Susuki, 1969). En este modelo, en unas 
pocas semanas se lleva a cabo una desmielinización extensa de varios tractos mielinizados de SNC. Sin 
embargo estas dosis resultan tóxicas para los animales con el consiguiente descenso de peso y la muerte 
de un alto número de animales durante el tratamiento. Como ha sido mencionado en la introducción, 
administrando una dosis de 0.2% de CPZ en la dieta a ratones C57BL/6 es posible producir una 
desmielinización consistente y completa del CC así como del pedúnculo cerebeloso superior (Hiremath y 
col., 1998 y Morell y col., 1998) sin una pérdida de peso significativa y sin toxicidad hepática.  Sin 
embargo no hay consenso sobre el uso de ratones Swiss utilizando dosis menores de CPZ y no hemos 
encontrado en la literatura un estudio detallado del curso temporal de la desmielinización y de otros 
aspectos como la dinámica celular en esta cepa luego de la administración de 0.2% de CPZ en la dieta. 
En los experimentos propuestos para alcanzar el segundo objetivo hemos utilizados ratones Swiss 
macho de 8 semanas de vida de una cepa altamente endogámica que fueron alimentados con una baja 
dosis (0.2%) de CPZ en la dieta. Mediante estudios histológicos e inmunohistoquímicos observamos que 
los ratones Swiss luego de 5 semanas de tratamiento con CPZ mostraron una marcada desmielinización 
del CC y que remielinizaron espontáneamente al retirar la CPZ de la dieta. El cuadro de desmielinización 
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se acompañó de la proliferación de progenitores oligodendrogliales, que fueron detectados por 
inmunohistoquímica con el marcador NG2 y por incorporación de BrdU. Hemos encontrado también 
que durante el proceso de desmielinización se activa el factor de transcripción NFκB y hay proliferación 
tanto de astrocitos como de microglía. El pico de activación de NFκB ocurrió a las 3 semanas en el caso 
de la microglía y a las 6 semanas en los astrocitos. Estos resultados muestran una buena correlación con 
lo descripto en el Primer Objetivo, donde se observó que la activación microglial es un requisito 
necesario para que se produzca la desmielinización con CPZ. En relación a la astrogliosis, esta parece 
ocurrir cuando el cuadro de desmielinización ya está instalado y parecería participar activamente en el 
proceso de remielinización. Ha sido propuesto por Shih y col., (2006) que la microglía en estado de 
reposo puede ser activada mediante la exposición a citoquinas pro-inflamatorias como INF-γ lo cual 
conduce al incremento en la producción de especies reactivas del oxígeno y de especies reactivas del 
nitrógeno y a la expresión de la iNOS. Los astrocitos por su parte pueden regular negativamente esta 
respuesta liberando factores que favorecen el regreso de la microglía a un estado de reposo. Esta 
regulación negativa podría ayudar al proceso de remielinización. 
Las evidencias descriptas en la bibliografía sugieren que los astrocitos juegan un papel muy 
importante en la regulación de la des- y remielinización en la EM. El papel de los astrocitos es 
controversial, y tanto sus efectos benéficos como perjudiciales están en discusión. La ablación de 
astrocitos se asocia con una falla en la remoción de la mielina dañada y un retraso consecuente en la 
remielinización. Por ende los astrocitos no prevendrían el daño a la mielina pero reclutarían la microglía 
necesaria para la “limpieza” de la mielina dañada. Este proceso parece ser regulado a través de la 
quemoquina Cxcl10. Cuando los astrocitos son eliminados, se retrasa la remoción de la mielina, y como 
consecuencia se empeora la remielinización y la proliferación de OPCs. Los astrocitos parecen proveer 
una señal al medio ambiente que facilita el reclutamiento de la microglía para favorecer la remoción de la 
mielina, un proceso requerido para los subsecuentes mecanismos reparativos en la remielinización 
(Skripuletz T y col., 2013). 
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Estudios de expresión genómica revelaron la inducción de las quemoquinas Cxcl10, Ccl2, y Ccl3 
en la apoptosis de OLGs mediadas por CPZ. La activación temprana de la microglía no se modifica en 
ratones deficientes en CCL2 y CCL3, pero se encuentra significativamente reducida en ratones 
deficientes en Cxcl10, resultando en una disminución de la toxicidad de CPZ en las etapas tardías de la 
desmielinización. Subsecuentemente experimentos in vitro revelaron que Cxcl10 recombinante induce la 
migración y un fenotipo pro-inflamatorio en microglía en cultivo, sin afectar su capacidad fagocítica o su 
proliferación. Análisis a través de hibridización in situ sugieren que el mRNA de Cxcl10 es 
principalmente expresado por los astrocitos, pero también por los OLGs, en ratones expuestos a CPZ 
por un corto período. Estos resultados muestran que Cxcl10 participa activamente en la iniciación de la 
activación microglial (Clarner T y col., 2015). 
 
Efectos “in vivo” de la inhibición parcial del proteasoma sobre la diferenciación 
oligodendroglial y sobre la remielinización.  
La diferenciación neuronal in vitro se acompaña de un incremento en los niveles de los 
conjugados de ubiquitina así como de niveles disminuidos de ubiquitina (Ub) libre, con una capacidad de 
ubiquitinización aumentada y un incremento en la actividad del proteasoma (Obin y col., 1999; Wojcik y 
Milk, 1999). Por otro lado, la diferenciación neuronal in vivo involucra el crecimiento de las dendritas con 
un incremento en su arborización, lo cual se acompaña de una intensa inmunorreactividad para Ub 
(Flann y col., 1997 y Watts y col., 2003). Esta correlación estrecha entre diferenciación y actividad del 
proteasoma pareciera existir también en otros tipos celulares del SNC. Como fue previamente 
mencionado, en nuestro laboratorio fue demostrado por Pasquini y col., que el agregado de bajas 
concentraciones de lactacistina, un inhibidor específico del proteasoma, a cultivos primarios de OLGs 
induce su retiro del ciclo celular y su posterior diferenciación (Pasquini y col., 2003). Basándonos en este 
antecedente el objetivo de nuestro trabajo fue investigar si el efecto sobre la diferenciación 
oligodendroglial observado in vitro luego del tratamiento con lactacistina, se reproducía en los 
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experimentos in vivo y analizar si este efecto podría utilizarse como estrategia para mejorar la 
remielinización en el modelo de desmielinización inducido por intoxicación con CPZ en ratones.  
Nuestros resultados muestran que el efecto pro-diferenciante sobre los OLGs de la inhibición 
parcial del proteasoma observado in vitro, puede ser inducido in vivo con una inyección intracraneal de 
lactacistina en el CC. En el presente trabajo hemos demostrado que este procedimiento mejora 
significativamente la remielinización espontanea que normalmente ocurre en los ratones sometidos a una 
desmielinización inducida por CPZ, cuando la misma es retirada de la dieta. En conjunto estos 
resultados indican que una disminución en la actividad del proteasoma inducido por la lactacistina 
conlleva  un incremento en la diferenciación de las células progenitoras oligodendrogliales que proliferan 
y migran para reparar la zona de desmielinización.  
Tanto nuestro laboratorio como otros investigadores han demostrado que tanto altas dosis como 
la exposición prolongada a inhibidores del proteasoma 26S induce la muerte por apoptosis en neuronas y 
células gliales (Qui y col., 2000; Pasquini y col.,  2000 y 2002; Goldbaum y col., 2006). Es importante 
recalcar entonces que para obtener una disminución significativa de la actividad del proteasoma, pero 
preservando la viabilidad celular, utilizamos bajas concentraciones de lactacistina en nuestros 
experimentos. De esta forma y luego de probar distintas concentraciones de lactacistina, elegimos la de 
40 μM, dado que la inhibición alcanzada con esta dosis nunca fue mayor al 30%.  
Conjuntamente con los hallazgos descriptos y de manera sorprendente, en el CC de los ratones 
intoxicados con CPZ que no fueron inyectados con lactacistina se observó una disminución significativa 
de la actividad del proteasoma. Considerando que a las 6 semanas de intoxicación con CPZ el proceso 
de remielinización ya ha comenzado, esto podría explicar este descenso en la actividad del proteasoma 
como un evento necesario para que la diferenciación oligodendroglial se lleve a cabo.  
Por otra parte, en los ratones ICI con lactacistina se observa una mayor recuperación durante el 
período de remielinización en comparación a los controles. Estos resultados pueden ser cotejados con 
aquellos obtenidos por otros autores que han demostrado que las recaídas de la EAE pueden ser 
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mitigadas por el PS-519 un inhibidor de la actividad del proteasoma que regula negativamente la 
activación del NFκB (Vanderlugt y col., 2000).  
El factor de transcripción NFκB regula muchos genes pro-inflamatorios esenciales (Baldwin., 
1996; Grilli y col., 1993; Barnes y Karin 1997), dentro de los cuales se pueden mencionar genes 
involucrados en la respuesta inflamatoria e inmunitaria. El hecho de que tanto el proteasoma como el 
NFκB sean mediadores inflamatorios los convierte en blancos interesantes para la intervención 
terapéutica en el caso de enfermedades autoinmunes inflamatorias como la EM (Hosseini y col., 2001). 
La actividad anti-inflamatoria de los inhibidores del proteasoma ha sido descripta en diversos modelos 
animales  con una correlación importante con la inhibición de la activación del NFκB (Vanderlugt y col., 
2000; Read y col., 1995; Elliot y col., 1999). Por ejemplo ha sido demostrado que la epoxomicina, un 
producto antitumoral muy potente, inhibe selectivamente la actividad del proteasoma y muestra efectos 
anti-inflamatorios in vivo (Meng y col., 1999). 
En la primera parte del presente trabajo hemos demostrado que el tratamiento de OLGs 
primarios con TNFα y CPZ induce la activación de NFκB (evidenciado por su translocación al núcleo) e 
incrementa el estado oxidativo de la célula lo cual lleva a una disfunción mitocondrial. En segundo lugar, 
in vivo, la recuperación de las actividades mitocondriales, observada en los animales tratados con 
lactacistina, durante el período de remielinización podría ser una consecuencia de la regulación negativa 
en la activación de NFκB con la consiguiente disminución en las especies oxidantes. Esta hipótesis se ve 
respaldada por nuestros resultados que demuestran una disminución en la respuesta microglial y un 
marcado descenso en la activación de NFκB en el CC de los animales ICI con lactacistina durante su 
período de remielinización en comparación a los inyectados con vehículo.  
 
La inhibición parcial del proteasoma podría ser utilizada como un blanco terapéutico para 
diversas patologías desmielinizantes.  
Diversos autores han propuesto la inhibición de la actividad del proteasoma como un 
tratamiento posible para distintas patologías del SNC (Wojcik y col., 2004; Di Napoli y col., 2005). Zhai 
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y col. (2003), han demostrado que la inhibición de la actividad del sistema ubiquitina proteasoma (SUP) 
por medios farmacológicos retrasa la degeneración axonal, posiblemente a través de la estabilización de 
los microtúbulos en los primeros estadíos de la degeneración Walleriana. Estos hallazgos sugieren la 
posibilidad de que la inhibición del SUP permita retrasar la degeneración axonal en condiciones 
patológicas. Si consideramos que la muerte oligodendroglial podría ser el evento que lleve a la 
degeneración axonal en diversas enfermedades desmielinizantes, entonces la inhibición del proteasoma 
podría mejorar la remielinización y prevenir la degeneración Walleriana de los axones (Bjartmar y col., 
2003).  
Para evitar los efectos secundarios indeseables generados como consecuencia de una inhibición 
total del proteasoma y los posibles efectos inmuno-supresores derivados de la inhibición sostenida de 
NFκB, es importante estudiar en profundidad la inhibición parcial y temporal del proteasoma y sus 
potenciales efectos terapéuticos. Esto último permitirá luego pasar a estudios clínicos a gran escala en 
humanos.  
El Bortezomib, un inhibidor del proteasoma, ha sido aceptado recientemente como tratamiento 
para pacientes con Mieloma Múltiple y se encuentra bajo evaluación para ser utilizado en el tratamiento 
de la Leucemia Linfocítica Crónica así como en una gran variedad de tumores. Paralelamente el MLN-
519, un análogo sintético de la lactacistina está siendo estudiado como potencial tratamiento de una 
amplia variedad de enfermedades inflamatorias y como prevención en el daño por reperfusión en 
accidentes cerebro-vasculares de tipo isquémicos agudos (Shah IM y col., 2007). Este inhibidor ha 
demostrado un efecto neuroprotectivo, reduciendo el área de lesión por isquemia y el edema cerebral, en 
un modelo de oclusión de la arteria cerebral media en rata.   
Nuestros resultados demuestran que la inhibición parcial de la actividad del proteasoma en 
ratones con un cuadro de desmielinización producido por la CPZ, mejora la remielinización lo cual fue 
evaluado tanto por parámetros bioquímicos como histológicos. Es importante destacar que las 
determinaciones bioquímicas fueron realizadas a partir de mielina purificada de cerebro total siendo 
altamente probable encontrar diferencias más importantes si se aislase mielina de muestras de CC, siendo 
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el rendimiento de este aislamiento muy escaso como para permitirnos realizar estas determinaciónes. Se 
observó también una disminución en el reclutamiento de microglía así como una menor activación de 
NFκB con la consiguiente recuperación de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria 
mitocondrial. Tomando en cuenta estos resultados y aquellos mencionados obtenidos por otros autores 
para el tratamiento de otras enfermedades del SNC, sería interesante estudiar el efecto de la inhibición 
del MLN-519 sobre la desmielinización en nuestro modelo experimental. Este compuesto cuenta con la 
ventaja de que puede ser inyectado por vía intravenosa y que ya ha sido utilizado en voluntarios 
humanos, conociéndose su farmacodinamia y su tolerabilidad (Shah y col., 2004). Quedaría pendiente 
evaluar qué porcentaje de este producto atraviesa la barrera hematoencefálica en un contexto 
desmielinizante donde la misma suele estar alterada. 
 
Los ratones transgénicos CNP::EGFP presentan una hipomielinización basal y una mayor 
susceptibilidad a la desmielinización inducida por CPZ 
Los ratones transgénicos CNP::EGFP pertenecen a la cepa C57BL/6 y han sido modificados 
genéticamente para expresar EGFP bajo el control del promotor de CNPasa (Belachew y col., 2001; 
Yuan y col., 2002). Estos autores han descripto que las células EGFP+ son visualizadas in vivo  desde el 
estadío embrionario 10 (E10) y en el desarrollo postnatal y son fuertemente expresadas en OPC y en los 
OLGs diferenciados de la sustancia gris a P30. La expresión de EGFP está restringida a las células del 
linaje oligodendroglial y a las células de Schwann (Yuan y col., 2002). Sin embargo, estos autores no han 
descripto animales CNP::EGFP de mayor edad o comparado su mielinización con ratones C57BL/6 del 
tipo salvaje (WT). Los ratones CNP::EGFP  han sido extensamente usados ya que ellos representan una 
herramienta muy importante para el estudio del desarrollo oligodendroglial y su función (Bannerman y 
col., 2007; Feldman y col., 2008; Lytle y col., 2009; Vinet y col., 2010, Desai y col., 2011). Una ventaja 
mostrada por los ratones CNP::EGFP es que los OLGs pueden ser purificados por selección en 
citómetro de flujo en diferentes estadíos del desarrollo (Belachew y col., 2003; Gadea y col., 2009). 
Además, cruzando estos ratones CNP::EGFP con otros ratones mutantes es posible identificar  el 
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compromiso de los OLGs en diferentes condiciones experimentales o situaciones patológicas (Desai y 
col., 2011). 
Estudios previos (Silvestroff y col., 2010) han demostrado una fuerte reducción en el número de 
células EGFP+ después del tratamiento con CPZ en ratones CNP::EGFP jóvenes tanto en CC como en 
los pedúnculos cerebrales superiores, al igual que en el bulbo olfatorio, tracto olfatorio lateral, caudatus 
putamen, comisura anterior, quiasma óptico e hipocampo. Estos autores han descripto detalladamente el 
curso temporal de la desmielización y la remielinización y la dinámica celular durante una intoxicación 
con CPZ 0.2% (P/P) desde P21 y durante 3 semanas. Sin embargo, hasta donde nosotros sabemos, 
estos autores y otros quienes han usado los ratones transgénicos CNP::EGFP no han contrastado sus 
resultados con aquellos obtenidos en ratones WT (Arranz y col., 2008; Belachew y col., 2003; Feldman y 
col., 2008; Lytle y col., 2009).  
Nuestros resultados muestran que este animal transgénico evaluado a las 8 semanas de vida 
presenta un estado de hipomielinización basal. Esta hipomielinización es acompañada por una 
aumentada respuesta microglial y astroglial y un mayor reclutamiento de OPCs. Esta hipomielinización y 
la activación basal de astrocitos y microglia altera la respuesta a la injuria haciendo a estos ratones 
transgénicos más sensibles a la desmielinización inducida por CPZ. Estas observaciones enfatizan la 
importancia de confrontar los resultados obtenidos en los ratones CNP::EGFP adultos con aquellos 
alcanzados en ratones WT. Nuestros estudios sugieren que esta anomalía observada en estos ratones 
transgénicos sería consecuencia de la alta expresión de la proteína verde fluorescente en los OLGs 
maduros, lo cual induce un estrés oxidativo en la célula que lleva a la muerte celular. Esta hipótesis se ve 
fuertemente respaldada por nuestros hallazgos. En primer lugar observamos que hay un incremento en 
los niveles de EROs en el cuerpo calloso, en el cíngulo y en el área CA3 del hipocampo, evaluado por la 
inmunorreactividad al anticuerpo HNE. Esta tinción co-localizó fuertemente con células que expresaban 
altos niveles de EGFP.  En segundo lugar hallamos que muchas de estas células que expresan altos 
niveles de EGFP co-tiñen con un marcador de microglia como es CD11b. Al evaluar estas células por 
microscopía confocal a mayor aumento se observa que las mismas serían células senescentes cuyos 
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cuerpos celulares han sido fagocitados por la microglia. Por otro lado encontramos una alta expresión de 
IL1β y TNFα en estrecho contacto con las células que expresan fuertemente EGFP, lo cual indicaría que 
la microglia fagocítica que envuelve estas células estaría secretando estas citoquinas. En línea con nuestra 
hipótesis al analizar la inmunotinción con caspasa-3 activada observamos una fuerte tinción de la misma 
en las células con alta expresión de EGFP mientras que los OLGs inmaduros, detectados como células 
de menor nivel de expresión de EGFP, no fueron positivos para la inmunotinción de caspasa-3 activada. 
Esto último podría explicarse por el hecho de que solo los altos niveles de EGFP acumulados en los 
OLGs maduros serían tóxicos para estas células. Por último, la proteína EGFP también fue hallada en 
las mitocondrias purificadas de los animales transgénicos, sugiriendo que la presencia en esta organela 
podría desencadenar el incremento en la producción de radicales libres, pudiendo ser el primer evento 
que gatille la apoptosis oligodendroglial.  
La CNPasa, es una de las proteínas minoritarias de la mielina, representando el 4% de la misma 
(Kurihara y Tsukada, 1967; Olafson y col., 1969). El gen de la CNPasa da origen dos isoformas de la 
misma CNPasa 1 y CNPasa 2, cuya expresión es alta en el comienzo de la mielinización y es luego 
sostenida en el cerebro adulto (Scherer y col., 1994).  La isoforma 2 de esta proteína se localiza tanto a 
nivel citoplasmático como en la mitocondria (Lee y col., 2006), si bien aún no se conoce el rol de la 
misma en esta organela. La importancia de la actividad de CNPasa en la mielina aún es poco clara pero 
ha sido ampliamente descripta su relevancia en la formación y ensamblaje de la misma. También ha sido 
sugerido en estudios en animales transgénicos para CNPasa y en animales nulos en esta proteína, su 
importancia en el mantenimiento de la integridad axonal (Gravel y col, 1996; Lappe-Siefke y col., 2003; 
Rasband y col., 2005; Yin y col., 1997). Los ratones CNP::EGFP mostraron niveles basales disminuidos 
de MBP y de CNPasa cuando se los comparó con los WT. Encontramos alterado el patrón de 
composición proteico de la mielina lo cual se evidenció por el aumento en los radios de MBP/β-tubulina 
sobre CNPasa/ β-tubulina en los animales transgénicos (CNP::EGFP 114.6 +/-2.4 vs WT:42.9 +/-1.52). 
Este descenso excesivo de la CNPasa en función de otras proteínas de la mielina y la consecuente 
anomalía en la composición de la mielina podrían explicar las similitudes funcionales entre estos 
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animales y los nulos en CNPasa (Lappe-Siefke y col., 2003). Entre las semejanzas podemos mencionar: 
1) un ensamblaje normal de la mielina, siendo que su ultraestructura y su estabilidad no se encuentran 
visiblemente afectadas; 2) los axones mielinizados se observan edematizados y muchos de ellos sufren un 
proceso de neurodegeneración lo cual lleva a una gliosis reactiva y a la muerte prematura del animal 
antes del año de vida; 3) los ratones sufren episodios convulsivos, pérdida de peso y desarrollan una 
visible cifosis dorsal.  
Los ratones que carecen de CNPasa muestran una deficiente formación del loop paranodal 
(Rasband y col., 2005). Esta deficiencia precede al comienzo de la degeneración axonal, sugiriendo un 
papel causal de la disfunción del loop paranodal en el declive de la integridad axonal observada en estos 
animales. Coman y col. (2006) han demostrado, a través del análisis inmunohistoquímico de lesiones de 
la EM, que moléculas axonales nodales, paranodales and juxtaparanodales están distribuidas a lo largo de 
los axones desnudos en las placas desmielinizadas. Por ende, la evaluación de las proteínas de adhesión 
nodal, paranodal and juxtanodal tales como los canales Nav, Caspr y Caspr 2 podría ser muy importantes 
en estos animales transgénicos CNP::EGFP. 
En el SNC de los mamíferos pueden encontrarse axones mielinizados de distinto tamaño. La 
vulnerabilidad de estos axones es dependiente de su diámetro en distintas enfermedades. Por ejemplo 
diversos autores han demostrado la mayor vulnerabilidad de los axones de pequeño tamaño en la EM 
(Edgar y col., 2008;  DeLuca y col., 2004) así como en modelos animales, como la EAE (Papadopoulos y 
col., 2006). Nuestros animales CNP::EGFP muestran una disminución en los axones de menor calibre 
con un incremento en los de mayor diámetro que presentan además mitocondrias de gran tamaño.  
Uno de los rasgos característicos de los desórdenes mitocondriales primarios es la degeneración 
axonal, lo cual muestra la relevancia de la función mitocondrial en el mantenimiento de la ultraestructura 
y la integridad de la vaina de mielina. Ha sido descripto un incremento en la densidad mitocondrial en 
axones de nervio óptico desmielinizados así como en lesiones desmielinizantes de cerebro humano 
(Andrews y col., 2006; Hogan y col., 2009). Por ende, la disfunción mitocondrial juega un papel clave en 
la patología axonal y en la degeneración después de la desmielinización o  de la dismielinización (Dutta y 
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col., 2006; Kalman, 2006; Smith and McDonald, 1999). Campbell y Mahad (2010) han propuesto, 
basados en observaciones histopatológicas que el aumento en la masa mitocondrial hallado en las 
lesiones desmielinizantes es una respuesta adaptativa al incremento en la demanda energética. Este 
aumento en la presencia mitocondrial podría llevar también al aumento en la producción de agentes 
oxidantes como las EROs cuando las mitocondrias se encuentran comprometidas funcionalmente. De 
esta forma el incremento en el número y el tamaño de las mitocondrias que nosotros observamos en los 
animales CNP::EGFP se ve acompañado de un incremento en la peroxidación lipídica, como fue 
evidenciado por el anticuerpo HNE. En consonancia con estos resultados, Haider y col., 2011 
demostraron el rol crucial del daño oxidativo en la desmielinización y en la destrucción oligodendroglial 
en la EM, mostrando la presencia de malondialdehido y fosfolípidos oxidados en la mielina y en los 
OLGs del área de inicio de la desmielinización o área pre-fagocítica (Marik y col., 2007; Barnett y Prineas 
2004; Henderson y col., 2009). Por otra parte, los lípidos y el DNA oxidado se destacaron en las áreas 
iniciales de la lesión siendo menos abundantes en la sustancia blanca de la peri-placa, escasas en la zona 
fagocítica y prácticamente nulos en el centro activo de la lesión. De forma análoga, en los ratones 
CNP::EGFP hallamos mayores niveles de inmunotinción para HNE en los animales alimentados con 
una dieta control en comparación con los intoxicados con CPZ durante 3 semanas. El animal 
CNP::EGFP control representaría un estado análogo al área de lesión inicial de la EM mientras que a las 
3 semanas de intoxicación con CPZ serían comparables al centro activo de la lesión.  
En los resultados alcanzados en el primer objetivo donde se evaluaron los mecanismos que 
llevaban a la desmielinización en el modelo de intoxicación con CPZ, obtuvimos que las mitocondrias 
aisladas de cultivos de células gliales tratadas con CPZ tenían un marcada disminución  en la actividad de 
algunos complejos de la cadena respiratoria lo cual indica una disrupción de la función mitocondrial. 
Estos resultados fueron luego confirmados por los estudios in vivo en mitocondrias aisladas de animales 
sometidos a una dieta con CPZ durante 3 y 6 semanas, donde también se observaron disminuidas las 
actividades de la cadena respiratoria, en concordancia con la disminución de la actividad del  complejo I 
encontrada en lesiones crónicas de pacientes con EM (Mahad y col., 2008). Volviendo al primer 
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objetivo, se encontró un aumento en la producción de EROs en cultivos de OLGs tratados con CPZ 
y/o con TNFα. Posteriores resultados obtenidos in vivo en nuestro laboratorio mostraron que la 
inhibición de la activación microglial con minociclina previene la desmielinización inducida por CPZ 
(Pasquini y col., 2007), indicando el papel activo de la microglia a través de la producción de citoquinas 
pro-inflamatorias en la muerte oligodendroglial  inducida por CPZ y en la desmielinización. Tomando en 
consideración estos resultados, el tratamiento con CPZ podría resultar más toxico para los ratones 
CNP::EGFP debido a los elevados niveles basales de activación microglial y de expresión de citoquinas 
pro-inflamatorias presentes en estos animales (TNFα and IL-1β). Datos bibliográficos indican que el 
TNFα puede afectar el estado redox, el cual, pude a su vez amplificar o reducir la respuesta de los 
OPCs/ODCs tanto al TNFα como a factores de crecimiento, con los estados celulares más oxidados 
favoreciendo una respuesta al TNFα y la subsecuente muerte celular (Noble y col., 2005). 
Los ratones transgénicos CNP::EGFP desarrollan disfunciones motrices, mostrando una menor 
capacidad exploratoria así como menores niveles de actividad locomotora en comparación con los 
ratones WT. Se han observado cambios similares en ratones C57BL/6 alimentados con 0.2% de CPZ en 
la dieta. Estos animales primero atraviesan un período de hiperactividad y luego de 3 semanas de 
intoxicación con CPZ, los niveles de ansiedad disminuyen. Luego de 5 o 6 semanas de alimentación con 
la droga desarrollan una disfunción motriz. Estos defectos no se recuperan ni siquiera 6 semanas 
después del retiro de la CPZ en la dieta (Franco-Pons y col., 2007; Skripuletz y col., 2010). Por otra 
parte, animales desmielinizados sometidos a una dieta con CPZ muestran un menor rendimiento en la 
rueda y en el test de habilidades motrices en secuencia, un test motor para murinos diseñado para 
detectar defectos latentes del rendimiento motriz (Liebetanz y Merkler, 2006).  
Tanto en los estadíos de recaídas y remisiones como en el progresivo de la EM, la 
desmielinización y el daño axonal se presentan en un contexto de inflamación crónica (Frischer y col., 
2009) donde existe un contacto muy estrecho entre microglia activada o macrófagos con los axones en 
degeneración, las vainas de mielina y los OLGs (Ferguson y col., 1997; Kornek y col., 2000; Trapp y col., 
1998). EROs e intermediarios del óxido nítrico son generados por los macrófagos y la microglia activada 
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y participan en el daño tisular en la EM (van Horssen y col., 2008). Las lesiones crónicas de la EM 
muestran un aumento significativo en el diámetro axonal (Fisher y col., 2007). Los ratones CNP::EGFP 
exhiben las siguientes evidencias de daño axonal: 1) Una disminución en el número de axones de 
pequeño calibre acompañado por un aumento en el número de axones de mayor tamaño con un mayor 
número y tamaño de mitocondrias, 2) Una tinción MBP y de NF200 en la corteza de los ratones 
CNP::EGFP más espaciadamente distribuida en comparación a aquella encontrada en la corteza de los 
animales WT; 3) Una disminución en el número de células NeuN+ en la región CA3 hipocampo. La 
sobrevida de neuronas en el tálamo y el hipocampo en pacientes con EM es también reducida debido a 
la perdida de mielina (Cifelli y col., 2002; Geurts y col., 2007; Papadopoulos y col., 2009).  
En resumen, los ratones CNP::EGFP adultos presentan 1) desmielinización crónica, 2) una 
activación microglial y astroglial basal, 3) un número basal aumentado de OPC, 4) un incremento en la 
producción de EROs y en la apoptosis de OLG maduros, y 5) degeneración axonal, y 6)ofrecen la 
ventaja de los OLG marcados en verde fluorescente. Por ende, la simulación de un episodio 
desmielinizante del estadio de recaídas y remisiones de la EM podría ser obtenido en estos ratones 
CNP::EGFP adultos con un tratamiento corto  (1 semana) con CPZ más que por el uso de modelos 
desmielinizantes en animales WT, ya que la respuesta celular a un nuevo daño es muy diferente en un 
medio ambiente patológico. 
 
Galectinas 1 y 3 en el control de la sobrevida y diferenciación oligodendroglial 
Nuestros resultados demuestran que los OLGs expresan Gal-3 en los diferentes estadíos de 
diferenciación aunque en una menor extensión que la microglia activada y que esta Gal-3 juega un 
importante papel en la diferenciación oligodendroglial. Además mostramos que esta proteína es sensible 
a proteólisis mediada por metaloproteinasas (MMP) en los precursores de OLGs (OPC) pero no en 
OLGs maduros (ODC), sugiriendo cambios en su actividad biológica durante la diferenciación 
oligodendroglial. Fue además demostrado que Gal-3 extracelular induce la diferenciación 
oligodendroglial y que esto es consistente con el glicofenotipo permisivo a la interacción de esta proteína 
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sólo con los OPC. En contraste, la sobre-expresión de Gal-3 no tiene efecto sobre la diferenciación 
oligodendroglial, ya que no es capaz de activar el promotor de MBP, indicando que solo Gal-3 
extracelular y no la intracelular es capaz de controlar la diferenciación de los OLGs. Estos resultados se 
encuentran también en línea con aquellos en los que mostramos que medio precondicionado por 
microglia, que expresan Gal-3, lleva a la formación de un número significativamente mayor de células 
MBP+ que un medio precondicionado por microglia proveniente de animales carentes en esta lectina. 
Aunque una alta expresión de Gal-3 ha sido previamente descripta en la microglia activada (Reichert F y 
col., 1999; Rotshenker S y col., 2008), nuestros resultados son los primeros que demuestran la relevancia 
de Gal-3 en la diferenciación oligodendroglial.  
Ha sido descripto que la microglia es transientemente abundante en la sustancia blanca del período 
fetal humano sugiriendo que estas células pueden participar en procesos del desarrollo incluyendo la 
mielinización (Hamilton SP y col., 1994). El pico de generación de OLGs en la sustancia blanca coincide 
con la ventana del desarrollo durante la cual la microglia ameboide está presente en el CC. Este tipo de 
microglia desaparece entre P10 y P14 (Ellison JA, y col., 1995). Estos autores sugieren que esta microglia 
ameboide puede tener un papel no solamente en la limpieza de los residuos para el crecimiento de los 
axones, sino también en la remoción de los desechos durante la gliogénesis. Nuestros resultados sugieren 
que Gal-3 puede ser secretada desde la microglia a través de un camino secretorio no clásico y 
desencadenar cadenas de señalización a través de receptores glicosilados para promover la diferenciación 
oligodendroglial y su maduración. Este hipótesis es sostenida por nuestros resultados mostrando una 
mayor frecuencia de células MBP+ en presencia de medio condicionado por microglia obtenida de 
animales WT vs Lgals3-/-. 
En los estadíos tardíos del desarrollo de la mielina, los astrocitos podrían también ser la fuente de 
Gal-3, lo cual permitiría a estas células facilitar la diferenciación oligodendroglial final y la compactación 
de la mielina. No es posible además descartar mecanismos indirectos de Gal-3 sobre la diferenciación 
oligodendroglial que podrían involucrar el control mediado por Gal-3 de mediadores pro-inflamatorios 
liberados por las células microgliales o cambios en la expresión de receptores de señalización en OLGs. 
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Teniendo en cuenta las diferencias en el glicofenotipo de los OPCs versus los ODCs, las interacciones 
de Gal-3 con los OLGs podrían ser reguladas por el repertorio de glicanos cubriendo selectivamente 
glicoproteínas y glicolípidos. Tampoco podemos descartar la posibilidad de que Gal-3 pueda ser 
secretada desde el OLG y actuar en forma autocrina para regular su maduración. Estos hallazgos son 
sustentados por la proteólisis selectiva de esta proteína por las MMPs en los OPCs y no en los ODCs. 
La degradación de Gal-3 en los OLGs maduros podría estar regulando la actividad biológica de esta 
lectina y controlar su interacción con glicocongugados de la superficie celular. Recientemente, Svedin y 
col., y col. (2009) han encontrado que bajo una situación de hipoxia isquemia, MMP-2 se vuelve más 
preponderante en células Olig2+.  
Dentro del SNC, Gal-1 cumple funciones importantes en la formación de la red neural del bulbo 
olfatorio en ratones (Puche AC y col., 1996) y modula la proliferación de progenitores neurales en las 
regiones neurogénicas (Ishibashi S y col., 2007; Kajitani K y col., 2009). Resultados obtenidos 
posteriormente en nuestro laboratorio (Pasquini y col., 2011) muestran que la expresión de Gal-3 en la 
zona subventricular (SVZ) está restringida al revestimiento ependimal en las células GFAP-, sugiriendo 
que estas células serían tipo E y no tipo B. En contraste, Gal-1 fue expresada en un subgrupo de células 
GFAP+ de la SVZ que incluyen a las células madre neurales (NSCs). En los resultados presentados en el 
cuarto objetivo mostramos además que Gal-1 esta solo presente en OPCs, PDGFrα+ y A2B5+, pero no 
en OLGs expresando marcadores de ODC, tal como aquellas O1+. En contraste a Gal-3, la Gal-1 
exógenamente agregada induce una disminución significativa en los niveles de las isoformas de bajo peso 
de MBP, no siendo atribuible este efecto a cambios sobre la viabilidad celular. En conjunto, estos 
resultados parecen indicar papeles divergentes de Gal-1 y Gal-3 en el control de la diferenciación 
oligodendroglial. Existen considerables diferencias en las preferencias de unión a glicanos de los 
miembros individuales de la familia de las Gals, los cuales podrían explicar las diferencias funcionales en 
las actividades biológicas de estas proteínas. Estas variaciones en el reconocimiento de glicanos están 
principalmente asociadas con la extensión de los procesos de N-glicanos, la multiplicidad de residuos de 
LacNAc y/o la modificación de los sacáridos terminales (por ejemplo por sialidación) (Toscano MA y 
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col., 2007). En el presente estudio, la evaluación del perfil de glicosilación de los OLGs reveló 
considerables diferencias entre OPC y ODC. OPCs mostraron principalmente  niveles intermedios de 
ácidos siálicos unidos en posición α2–6, los cuales son permisivos para la unión de Gal-3, siendo más 
restrictivos para el reconocimiento de Gal-1 (Hirabayashi J, y col., 2002). 
El papel crítico de Gal -3 durante la diferenciación oligodendroglial es fuertemente sustentado  por 
los cambios morfológicos observados en la mielina de ratones Lgals3 -/- (Pasquini y col. 2011). Los 
resultados in vivo fueron obtenidos en nuestro laboratorio por el Dr Hernán Hoyos. El análisis por 
microscopía electrónica de la mielina de ratones mutantes mostró importantes anormalidades cuando se 
comparó con la que tiene lugar en los animales WT. El análisis morfométrico de la mielina de los ratones 
Lgals3-/- mostró una hipomielinización basal, la cual es más pronunciada a las 8 semanas que a las 4 
semanas de edad. La mielina presenta una menor integridad con una anormal compactación. Por ende, 
Gal-3 podría participar en la producción y organización de la mielina como ha sido previamente 
descripto para la glicoproteína asociada a mielina MAG (Siglec-4) ( Li C y col., 1994). El ectodominio 
MAG interactúa con uno o más gangliósidos o moléculas sobre la superficie axonal, de forma similar a 
Gal-3 la cual podría interactuar con glicoproteínas o glicolípidos para favorecer el proceso de 
mielinización. En este sentido, el condroitin sulfato NG2 es una proteína de la membrana expresada en 
OPCs y disminuida en ODC. NG2 puede activar células endoteliales y su actividad depende de la 
formación de complejos trimoleculares con integrinas y Gal-3 (Levine JM y col., 1996). Esto podría estar 
también participando como un mecanismo alternativo por el cual Gal-3 contribuye a la diferenciación 
oligodendroglial en el SNC.  
En consistencia con las anormalidades estructurales de la mielina, los ratones Lgals3-/- muestran 
sustanciales alteraciones en el comportamiento. Los ratones Lgals3-/-  mostraron una disminución en la 
ansiedad asociada con una normal coordinación motora en la malla invertida y sin cambios en la 
actividad locomotora. En concordancia Torkildsen y col. (2008) demostraron que ratones alimentados 
con 0.2% CPZ sufren un período de hiperactividad y una disminución de la ansiedad después de 3 
semanas, previo al desarrollo de una disfunción motora a las 5 semanas.  
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La evidencia bibliográfica muestra la estimulación de Gal-3 frente a un estímulo inflamatorio y un 
papel deletéreo en tejido cerebral infectado por priones (Mok Wy col., 2006; 2007; Riemer C y col, 
2004). Por otro lado, ha sido propuesto para Gal-3 un papel en la regulación negativa de la inflamación 
inducida por el lipopolisacarido (Li, Y y col., 2008). Además Gal-3 media la activación y la proliferación 
de la microglia inducida por la isquemia cerebral focal (Lalancette-Hébert, M y col., 2012). Ratones 
Lgals3-/- exhiben una disminución de la severidad en la EAE inducida por la inmunización con MOG. 
En el modelo de la EAE los efectos cerebrales intrínsecos son difíciles de separar de aquellos 
controlados por el sistema inmune. La desmielización inducida por CPZ aumenta el número de 
microglia con capacidad de fagocitar los desechos de mielina principalmente a través de la estimulación 
del receptor TREM-2b (Voß, E.V. y col., 2011). La fagocitosis de los residuos de mielina por la microglia 
y macrófagos juega un papel fundamental en la iniciación de la remielinización ya que la diferenciación 
de los OPC es inhibida por la presencia de mielina (Kotter, M.R y col., 2006). La fagocitosis de la mielina 
es mediada por CR3/MAC-1 y SRAI/II, los cuales están regulados por la activación dependiente de Gal-
3 de PI3K; como consecuencia de lo cual la fagocitosis de mielina es deficiente en la microglia obtenida 
de ratones Lgals3-/- (Rotshenker, S y col., 2008).  
En un estudio realizado en nuestro laboratorio (Hoyos H y col, 2014), se comparó el curso de la 
desmielización inducida por CPZ en animales Lgals3-/- frente a ratones WT. Aunque nuestros hallazgos 
mostraron una similar susceptibilidad a la CPZ hasta la semana 5 en ambos ratones, los OPC generados 
en los ratones deficientes en Gal-3 tratados con CPZ mostraban una menor arborización, indicando una 
posible disminución en su capacidad de diferenciación. Sorprendentemente, mientras los ratones WT 
exhibían una remielinización espontánea en la semana 5 aun cuando la dieta con CPZ era mantenida 
hasta la semana 6, los ratones Lgals3-/- mostraron una desmielinización continua hasta el retiro de la CPZ 
de la dieta acompañado por un incremento más marcado activación astroglial. La localización celular de 
Gal-3 durante la desmielinización inducida por CPZ fue en microglia y no en astrocitos. Mientras que los 
ratones WT tratados con CPZ mostraron una mayor activación microglial evidenciada por la inmuno-
reactividad a Ed1 y una aguda estimulación del receptor fagocítico TREM-2b, los ratones Lgals3-/- 
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tratados con CPZ mostraron un aumento del número de células microgliales positivas para caspase-3-
activada. En su conjunto estos resultados indican que la expresión de Gal-3 en la microglia parece 
modular su fenotipo en respuesta a la desmielinización inducida por CPZ. Estos resultados también 
muestran que los OPC generados en respuesta a la desmielinización inducida por CPZ en los ratones 
Lgals3-/- tienen una menor habilidad para diferenciarse la cual podría ser atribuida a: 1) el efecto pro-
diferenciante de Gal-3 y 2) los efectos inhibitorios ejercidos por la fagocitos empeorada de los desechos 
de mielina por la microglia de los ratones Lgals3-/-. Por ende, los ratones Lgals3-/- podrían mostrar un 
retraso en el comienzo de la remielinización debido a una falla en la diferenciación oligodendroglial y en 




 El mecanismo a través del cual la CPZ induce desmielinización involucra la muerte de OLGs 
maduros mediada por la producción de citoquinas pro-inflamatorias secretadas desde las células 
microgliales, lo que conduce a la disfunción de la cadena respiratoria mitocondrial y a la 
consecuente generación de especies reactivas de oxígeno. La viabilidad oligodendroglial es 
especialmente vulnerable a la inflamación, a las citoquinas pro-inflamatorias como TNFα y a la 
producción de especies reactivas del oxígeno.  
 Esta conclusión es fuertemente sustentada por los resultados obtenidos en los animales 
transgénicos que expresan EGFP bajo el promotor de CNPasa. Estos ratones presentan una 
hipomielinización basal y una mayor susceptibilidad a la desmielinización inducida por CPZ debida 
a la alta expresión de la proteína verde fluorescente en los OLGs maduros, lo cual induce estrés 
oxidativo y aumenta su vulnerabilidad al tratamiento con  CPZ y a la muerte celular.  
 En línea con estos resultados, la inhibición parcial de la actividad del proteasoma en ratones con 
un cuadro de desmielinización producido por la CPZ, mejora la remielinización y disminuye en el 
reclutamiento de microglía así como una menor activación de NFκB con la consiguiente 
recuperación de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. 
 Finalmente, nuestros resultados muestran a Gal-3 como una nueva molécula que siendo secretada 
aparentemente desde la microglia induce la diferenciación oligodendroglial y modula la 
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